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Resumo

SOUZA-FILHO, A. F. Genotipagem pela técnica MIRU-VNTR de Mycobacterium bovis
isolados de tecido bovino. 2013. 73 f. Dissertacdo - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

Mycobacterium bovis, um membro do complexo Mycobacterium tuberculosis, € o agente mais
comum da tuberculose bovina. Além dos bovinos pode acometer outros animais domésticos,
animais silvestres e 0 homem. Enfermidade endémica no Brasil, cujo controle se tornou alvo
de exigéncias sanitérias internacionais. Avancos nas técnicas de tipagem molecular tém
contribuido para o estudo epidemiologico da tuberculose bovina, por meio da identificacdo e
caracterizacgéo de isolados de M. bovis. Os dados de tipagem molecular permitem discernir 0s
gendtipos de M. bovis que sdo predominantes em uma area especifica e como os focos
multiplos ocorrem. Oferecem dados para rastrear a origem dos surtos e assim bloquear a
transmissdo da tuberculose bovina. A técnica MIRU-VNTR é uma poderosa ferramenta para a
identificacdo e genotipagem do complexo M. tuberculosis, inclusive M. bovis, especialmente
guando 24 loci sdo analisados. O objetivo do presente estudo foi estudar a diversidade
genética de isolados de M. bovis presentes em rebanhos bovinos do Brasil. No primeiro
estudo 55 isolados de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), obtidos a partir do cultivo de
tecidos colhidos durante o abate de bovinos provenientes de 19 propriedades de quatro
estados brasileiros, foram genotipados por meio da técnica MIRU-VNTR com 24 iniciadores.
Vinte e dois perfis genéticos foram observados, sendo 13 perfis com mais de uma cepa
(agrupamentos) e nove isolados de perfil Unico. Dos 24 loci estudados, em 11 ndo houve
qualquer diversidade alélica e a maioria que apresentou diversidade alélica esta nos loci ETR
e VNTR. O segundo estudo teve como objetivo identificar os agrupamentos genéticos de
isolados de M. bovis obtidos em um foco de tuberculose bovina no Rio Grande do Sul (RS). A
genotipagem de 18 isolados de BAAR revelou trés perfis genéticos distintos: o primeiro com
15 isolados, o segundo com dois isolados e um isolado de perfil Gnico. Os iniciadores
responsaveis por essa distin¢do foram o MIRU 31, que agrupou dois isolados em um perfil, e
ETR A, B e C que discriminou o isolado de perfil Gnico. Agrupamentos de isolados sao
indicativos de transmissdo recente e isolados de perfil Unico sugerem reativacdo de infeccdo
latente. No estudo limitado ao foco de tuberculose bovina no RS demonstra-se que héa
diversidade genética entre as cepas em circulacdo, embora exista um agrupamento
predominante. A técnica MIRU-VNTR com 24 iniciadores permite a identificacdo da
diversidade genética de M. bovis em diferentes areas geogréaficas do Brasil, representada por
superinfecgdo, assim como pelo encontro do mesmo perfil de M. bovis em diferentes
localidades, consequente a movimentacgéo indiscriminada de animais doentes.

Palavras-chave: MIRU-VNTR, diversidade genética, tuberculose bovina, agrupamentos
genéticos, Mycobacterium bovis, genotipagem.



Abstract

SOUZA-FILHO, A. F. MIRU-VNTR genotyping of Mycobacterium bovis isolated from
bovine tissue. 2013. 73 f. Dissertation - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2013.

Mycobacterium bovis, a member of Mycobacterium tuberculosis complex, is the most
common agent of bovine tuberculosis. Besides the cattle, it can affect other domestic animals,
wild animals and man. Endemic disease in Brazil, which control has become the target of
international sanitary requirements. Advances in molecular typing techniques have
contributed to the epidemiological study of bovine tuberculosis, through the identification and
characterization of M. bovis isolates. Molecular typing data allow discern genotypes of M.
bovis which are predominant in a specific area and how multiple foci occur. Provides data to
trace the source of outbreaks and so block the transmission of bovine tuberculosis. The
MIRU-VNTR technique is a powerful tool for identification and genotyping of the M.
tuberculosis complex, including M. bovis, especially when 24 loci are analyzed. The aim of
this study was to study the genetic diversity of M. bovis isolates present in cattle in Brazil. In
the first study, 55 acid-fast bacilli isolates (AFB), obtained from the cultivation of tissues
removed during slaughter cattle from 19 properties in four Brazilian states, were genotyped
by MIRU-VNTR technique with 24 primers. Twenty-two genetic profiles were observed, with
13 profiles with more than one strain (clusters) and nine unique profile isolates. From 24 loci
studied, 11 showed no allelic diversity and most showed allelic diversity in the VNTR and
ETR loci. The second study aimed to identify the gene clusters of M. bovis isolates obtained
from an outbreak of bovine tuberculosis in Rio Grande do Sul (RS). Genotyping of 18 AFB
isolates revealed three distinct genetic profiles: the first with 15 isolates, the second with two
isolates and one isolate of unique profile. The primers responsible for this distinction were
MIRU 31, that grouped two isolates in a profile, and ETR A, B and C which allowed
discrimination of an unique profile isolate. Isolates clusters are indicative of recent
transmission and unique profile isolates suggest reactivation of latent infection. The study
limited to the focus of bovine tuberculosis in RS shows that there is genetic diversity among
the strains in circulation, although there is a predominant grouping. The MIRU-VNTR
technique with 24 primers allows identification of genetic diversity of M. bovis in different
geographical areas of Brazil, represented by multiple infection as well as by meeting of the
same profile of M. bovis in different locations, resulting in indiscriminate movement of
diseased animals.

Keywords: MIRU-VNTR, genetic diversity, bovine tuberculosis, gene clusters,
Mycobacterium bovis, genotyping.
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1 INTRODUCAO

Mycobacterium bovis, agente da tuberculose bovina, pertence a classe Actinobacteria,
ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium e faz parte do
complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) que € composto por oito espécies
estreitamente relacionadas, M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, M. microti, M.
pinnipedii, M. caprae, M. canettii e M. mungi (CORNER; GORMLEY, 2012) que apresentam
grandes semelhancas genéticas.

Mycobacterium bovis sdo cocobacilos medindo de 0,3 a 0,6 pm de largura por 1 a 4
um de comprimento. Sdo microero6filos, nao flagelados, ndo esporulados, ndo capsulados nem
formadores de toxina. Essas micobactérias sdo bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), isto
é, quando corados pela fucsina a quente resistem a descoloracdo com alcool-acido —
coloracédo de Ziehl-Neelsen (ZN) (CORNER, 1994).

Além dos bovinos, M. bovis pode acometer outros animais domésticos, animais
silvestres e humanos caracterizando assim, a tuberculose bovina como uma zoonose e um
problema de saude publica (ACHA; SZYFRES, 2001; OIE, 2009; THOEN et al., 2009).

A tuberculose bovina possui distribuicdo mundial, mas a sua prevaléncia ¢ maior em
paises em desenvolvimento, onde o conhecimento da epidemiologia da doenca e as acdes
concretas para o seu controle sdo limitados (REVIRIEGO GORDEJO; VERMEERSCH,
2006). No Brasil, os dados de notificacdes oficiais de tuberculose bovina indicaram
prevaléncia média nacional de 1,3% de animais infectados, no periodo de 1989 a 1998
(BRASIL, 2006). Estudos mais recentes envolvendo amostras planejadas, sendo
diagnosticados de acordo com os critérios sanitarios preconizados pelo Programa Nacional de
Controle e erradicacdo de Brucelose e Tuberculose Animal, revelaram no estado da Paraiba,
no periodo de janeiro de 2008 a julho de 2009, 62 (0,57%) rebanhos com pelo menos um
animal positivo ao teste de tuberculinizacdo. Em relacdo aos animais, 54.472 bovinos foram
testados para o diagnéstico da tuberculose, dos quais 136 (0,25%) foram positivos
(FIGUEIREDO et al., 2010). No estado do Espirito Santo foram examinados 32.052 bovinos
oriundos de 1.933 rebanhos de varios municipios. Destes, 163 (0,51%) animais apresentaram
reacdo positiva para tuberculose (LAVAGNOLI et al., 2010). No Mato Grosso, Néspoli
(2012) estimou a prevaléncia de 1,3% em rebanhos e 0,123% de animais positivos para
tuberculose.

A existéncia de rebanhos com tuberculose tem impacto negativo sobre a

produtividade. Segundo Homem (2003), os principais prejuizos da doenca sdo reducdo da
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producéo de leite, diminui¢do da conversdo alimentar, reducdo de nascimentos e mortalidade
perinatal de bezerros. Existe ainda a perda de prestigio e credibilidade da unidade de criagdo
onde a doenca é constatada (BRASIL, 2006). No Brasil e em outros paises da América Latina,
onde a febre aftosa esta em fase avancada de erradicacao, o controle da tuberculose ja é alvo
de exigéncias sanitarias internacionais (BRASIL, 2012; LOBO, 2008). Diante disso é
necessario incentivar as estratégias que visem tornar os estabelecimentos de criacdo
certificados livres da tuberculose, impedindo assim possiveis prejuizos a nagdo, provenientes
de sanc¢oes internacionais (VALENTE; VALE; BRAGA, 2011).

A tuberculose bovina é uma doenga infecciosa transmitida principalmente pela via
respiratdria, quando o animal inala aerosséis contaminados com o bacilo eliminado por outro
animal, porém a transmissdo depende da geracdo de aerossoéis, da quantidade de bacilos
excretados e densidade do rebanho (POLLOCK et al., 2006). Além da eliminacdo por
aerossois, o animal pode disseminar o agente por descarga nasal, leite, fezes, urina, secreces
vaginais e uterinas, e pelo sémen (POLLOCK; NEILL, 2002). O trato digestivo também ¢é
porta de entrada da tuberculose bovina, principalmente em bezerros alimentados com leite
proveniente de vacas com mastite tuberculosa e em animais que ingerem agua ou forragens
contaminadas (BRASIL, 2006).

Cerca de 90% dos casos de tuberculose bovina ocorre pela inalagdo de aerossois
contaminados com M. bovis (ROXO, 1997). Ao atingir o alvéolo o bacilo é fagocitado por
macrofagos e células dendriticas, que por quimiotaxia migram até o foco da infeccdo. Se os
bacilos resistirem aos efeitos bactericidas dos fagdcitos ocorrera multiplicacdo dos mesmos
até 2 a 3 semanas ap0s a inalacdo do agente infeccioso. Na tentativa de conter o crescimento
intracelular das micobactérias o hospedeiro destroi seus proprios tecidos por necrose de
caseificacdo, resultante da reagéo de hipersensibilidade tardia desencadeada pela ativacdo dos
macrofagos por interferon-gama (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2), citocinas liberadas por
linfocitos T auxiliares (Thl) aproximadamente dez dias apos o inicio da infeccdo. Novas
células de defesa migram para o local dando origem a uma lesdo granulomatosa especifica
(BRASIL, 2006; FLYNN; CHAN, 2001; STRAIN; McNAIR; McDOWELL, 2011).

Nos bovinos, o curso da infeccdo é crbnico e a evidéncia clinica da tuberculose
raramente é encontrada, mesmo em casos avangados, quando muitos 6rgdos podem estar
envolvidos. Quando presentes, os sinais clinicos variam. Os linfonodos apresentam-se
aumentados de volume, podendo obstruir as vias aéreas, o trato digestivo, ou vasos
sanguineos. O envolvimento do trato digestivo algumas vezes se manifesta por diarreia

intermitente intercalada por periodos de constipacdo. Magreza extrema e desconforto
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respiratério agudo podem ocorrer durante a fase terminal da tuberculose (OIE, 2009).
Dificuldade em ganhar ou manter peso e queda na producdo de leite também sdo relatados
(OLMSTEAD; RHODE, 2004).

O teste padrdo para a deteccdo da tuberculose bovina ante-mortem é a
tuberculinizagdo, cujos procedimentos para sua realizacdo no Brasil, bem como sua
interpretacdo, estdo definidos no regulamento técnico do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) (BRASIL, 2006). H& bovinos
que, embora infectados, ndo reagem a tuberculinizacdo devido a supressdao do sistema
imunitario (OIE, 2009; RHODES, 2005).

As lesdes sugestivas da doenca sdo frequentemente encontradas nos pulmdes e em
linfonodos retrofaringeos, bronquiais e mediastinicos e sdo visualizadas durante a necropsia
ou durante a inspecao de carcacas em matadouros frigorificos. Caracterizam-se por nodulos
de didmetro variavel entre 1,0 a 3,0 cm ou mais, podendo ser confluentes, aspecto purulento
ou caseosos, de cor branca, cinza ou amarelados, de consisténcia firme e inodoros (BRASIL,
2006; OIE, 2009). A partir dessas lesdes é realizado o isolamento micobacteriano em meio de
cultura Stonebrink. O modelo caracteristico de crescimento, a morfologia colonial em meios
de cultura e a presenca de BAAR podem formular o diagndstico preliminar da infecgcdo por
M. bovis. Tais colénias podem ser identificadas por meio de provas bioguimicas ou por
técnicas de biologia molecular (OIE, 2009).

As diferencas bioquimicas entre espécies de micobactérias podem ser utilizadas para
confirmar o agente causal da doenca. Essas provas bioguimicas apresentam alta
especificidade, porém sdo trabalhosas, requerem culturas novas, puras e abundantes,
condicdes so alcancadas apds sucessivos repiques a partir do primo isolamento, que pode se
estender por varios meses até a confirmagéo da espécie (MICHEL; MULLER; van HELDEN,
2010). Testes bioguimicos sdo Uteis na diferenciacdo de bactérias do complexo M.
tuberculosis, mas técnicas moleculares sdo largamente utilizadas em laboratdrios de
referéncia em todo o mundo (HARRIS, 2006; THOEN et al., 2009).

As técnicas de tipagem molecular ajudam a estratificar e refinar dados, fornecendo
informagBes mais sensiveis e especificas, que facilitam as atividades epidemiologicas,
incluindo a vigilancia de doencas, investigacbes de surtos, identificando padrdes de
transmisséo e fatores de risco entre casos aparentemente dispares (FOXMAN; RILEY, 2001),
bem como pode revelar a presenca de focos provocados por mais de uma cepa (TENOVER,;
ARBEIT; GOERING, 1997). Tipagem molecular de isolados tornou-se uma ferramenta

valiosa no estudo epidemiologico de M. bovis, permitindo aos investigadores identificar
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fontes de infecgdo e alcangar conhecimento mais amplo sobre a transmisséo da tuberculose.
Além disso, em combinacdo com dados espaciais, destaca a distribuicdo geogréafica das cepas
de M. bovis em estudo e promove o estudo da genética de populacdes (BONIOTTI et al.,
2009).

Genotipagem por meio de analise do nimero varidvel de repetices em sequéncia
(VNTR — Variable Number Tandem Repeat) e de elementos genéticos chamados Unidades
Repetitivas Micobacterianas (MIRU) surgiram como marcadores valiosos para a genotipagem
do complexo M. tuberculosis (ALLIX et al., 2006). Estudos populacionais mostraram que a
tipagem MIRU-VNTR tem sido mais eficiente que o RFLP-1S6110, no estudo da transmisséo
da tuberculose em ambientes com caracteristicas epidemioldgicas representativas de muitos
paises desenvolvidos. Em comparacdo com spoligotyping, tipagem MIRU-VNTR tem a
vantagem de ser uma técnica multilocus, o que aumenta a possibilidade de detectar variacdes
(diferencas) no genoma das cepas (COLLINS, 2011).

Muitos loci possuem hipervariabilidade em seus numeros de repeticdes
(NAKAMURA et al., 1988). Para o complexo M. tuberculosis mais de 40 loci MIRU-VNTR
foram investigados (Le FLECHE et al., 2002). Quase metade destes mostra pouca ou
nenhuma diferenga entre grandes coleg¢des de isolados. O MIRU-VNTR restantes apresentam
diferentes graus de discriminagdo e dependem da colecdo de isolados em anélise e dos loci
MIRU-VNTR utilizados (ALLIX et al., 2006; BONIOTTI et al., 2009; RORING et al., 2004).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Filogenia de M. bovis

Os primeiros estudos filogenéticos de micobactérias foram realizados com base em
similaridades fenotipicas (BERGEY et al., 1923 apud TORTOLI, 2012). O gene 16S RNA foi
0 primeiro, e durante muitos anos, o Unico alvo de sequenciamento genético em bactérias. Sua
funcdo essencial na sintese de proteinas tem estado presente em todos os organismos desde o
inicio da evolucdo (PEIX, RAMIREZ-BAHENA; VELAZQUEZ, 2009). Inicialmente
marcadores fenotipicos como a susceptibilidade micobacteriana ao fago (fagotipagem) e o
padrdo de resisténcia a drogas (antibiogramas) eram wusados para distinguir cepas
(RODRIGUEZ-CAMPOS, 2012).

Em 1963, Schuitemaker desenvolveu uma maneira de diferenciar isolados de M.
tuberculosis pela exposicdo a uma selecdo predefinida de virus que podem lisar bactérias
(bacteridfagos) (SCHUITEMAKER, 1968 apud SCHURCH; van SOOLINGEN, 2012).
Dependendo da imunidade intrinseca, as cepas de M. tuberculosis sobrevivem a infeccéo por
alguns bacteri6fagos, mas ndo por outros. Fagotipagem tem um baixo poder discriminatério,
no entanto, revelou-se atil para diferenciar cepas de surtos especificos de M. tuberculosis
(SNIDER; JONES; GOOD, 1984) e na deteccdo de contaminacdo cruzada em laboratorio
(JONES, 1988).

Outro método para a diferenciacéo fenotipica de cepas foi perfis de susceptibilidade a
droga anti-TB, em combinagdo com outras caracteristicas bioquimicas que permitiram
subdivisdo limitada de isolados de M. tuberculosis (COLLINS; YATES; GRANGE, 1982).
Esta técnica nunca foi amplamente utilizada para fins de tipificacdo, porque muitos isolados
tem o mesmo perfil de resisténcia e também por ser uma caracteristica ndo estavel
(SCHURCH; van SOOLINGEN, 2012).

Um salto qualitativo ocorreu a partir da década de 1960, com o progresso do
conhecimento genético e mais recentemente com a criagdo de bancos de dados de dominio
publico, que armazenam em tempo real, sequéncias geneticas em toda parte do globo
(TORTOLI, 2012). Na década de 1980, sob a influéncia dos avancos na biologia molecular,
0os métodos de tipagem baseados no DNA foram desenvolvidos com melhor poder
discriminatorio em relacdo aos métodos fenotipicos. No entanto, um elevado poder de

discriminacdo ndo € a unica caracteristica de um sistema de tipagem ideal. Os procedimentos



14

devem ser adequados para permitir uma padronizagéo e alta reprodutibilidade inter e intra-
laboratério e rapida execugdo. Além disso, a genética do marcador deve ter 0 mesmo ritmo de
transformacédo que o ciclo de transmissdo, de modo que as fontes primarias, secundarias e
terciarias de infeccdo possam ser distinguidas se os marcadores mudarem um pouco apos cada
transmissdo. Fontes de infeccdo podem ser determinadas e as cadeias de transmissdo na
comunidade rastreadas (BOER et al., 1999). Por Gltimo, mas ndo menos importante, 0s custos
de um sistema de tipagem devem ser tdo baixos que a aplicacdo seja possivel a todos 0s
isolados clinicos em um dado contexto (SCHURCH; van SOOLINGEN, 2012).

A partir da década de 1990, protocolos de tipificacdo foram padronizados para
melhorar as possibilidades de investigacdes epidemioldgicas (van EMBDEN et al., 1993;
COUSINS et al., 1998; RODRIGUEZ-CAMPOS, 2012).

Apbds a conclusdo do sequenciamento do genoma da cepa H37Rv de M. tuberculosis
(COLE et al., 1998) foi possivel realizar comparagdes in silico do genoma, e a partir dai
identificar diversos marcadores genémicos que pudessem contribuir com a anélise evolutiva e
com estudos epidemioldgicos acerca dos membros do complexo M. tuberculosis (SALES,
2012).

Estudos de gendmica comparativa entre uma estirpe de M. tuberculosis e outra de M.
bovis identificaram mais de 140 genes cuja presenca € facultativa e que estdo relacionados
com diferencas ao nivel do fenétipo, hospedeiro preferencial e viruléncia. Muitos desses
genes ocorrem em regides de diferenciacdo (RD) que foram eliminadas em determinadas
especies (PYM et al., 2002).

Foi com base no estudo de dele¢Oes sucessivas de determinadas RD, que Brosch et al.
(2002) tragaram um novo cendrio evolutivo para 0 MTBC. Segundo esses autores o ancestral
comum ao M. bovis e ao M. caprae teria perdido ao longo da evolugéo as regides RD9, numa
fase seguinte RD7, RD8 e RD10 e por fim RD12 e RD13. Ao contrario das cepas de amostras
clinicas, as cepas vacinais de M. bovis BCG apresentam a delecdo da RD1, sugerindo um
papel importante desta regido na viruléncia das cepas patogénicas do complexo (PYM et al.,
2002).

Baseado em 24 loci de MIRU-VNTR, Wirth et al. 2008 propuseram que o MTBC é
composto de duas linhagens principais, sendo a linhagem 1 composta exclusivamente de
isolados M. tuberculosis stricto sensu (todos de pacientes humanos) exceto o grupo do Leste
Africano-Indiana (EAI) e a linhagem 2 composta principalmente de isolados de animais (M.
microti, M. bovis, M. caprae e M. pinipedii) e isolados do Leste Africano (M. africanum West

African 1 e 2) (WIRTH et al., 2008). Essas duas linhagens sédo clones do progenitor M.
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prototuberculosis que emergiu aproximadamente 40.000 anos atrds. Esse progenitor
acompanhou a migracdo dos humanos modernos para fora da Africa e sofreu alteracbes que
levaram a sua diferenciacdo. Acredita-se que as duas principais linhagens surgiram mais tarde
cerca de 20.000 a 30.000 anos. A linhagem de M. tuberculosis (linhagem 1) se espalhou
exclusivamente entre os seres humanos, com ondas subsequentes de migragdo para Asia,
Europa e Africa continental. A linhagem 2 surgiu a partir da populagdo M. tuberculosis EAI e
é a provavel fonte de tuberculose animal (BROSCH et al., 2002; GARNIER et al., 2003).
Assim, & provavel que os seres humanos infectaram seus animais e ndo o contrario. A
transicdo de humanos para os hospedeiros animais pode, assim, estar ligada a domesticacéo de
animais, que ocorreu cerca de 13.000 anos atras. A contaminacdo dos animais pode ter sido
causada por uma epidemia de tuberculose em humanos que devido as altas taxas de infeccao
levaram a propagacdo da bactéria para hospedeiros animais levando a transicdo para novos
nichos (WIRTH, MEYER, ACHTMAN, 2005; WIRTH et al., 2008).

2.2 Complexos clonais

Ao fim do sequenciamento de algumas cepas do complexo foi possivel verificar que
0os membros do MTBC apresentam mais de 99,9% de semelhanca no DNA e sequéncias
idénticas no gene de 16S rRNA. Além disso, ndo ha evidéncia de transferéncia horizontal de
genes entre os membros do MTBC. Os membros do MTBC tém a evolucdo clonal,
evidenciando dele¢bes de sequéncias nucleotidicas extensas (LSPs — Large Sequence
Polymorphisms) e eliminagdes/mutacBes pontuais numa sé base nucleotidica (SNP — Single
Nucleotide Polymorphisms), que permitem distinguir diferentes estirpes e inferir relagdes
filogenéticas (BROSCH et al., 2002; MOSTOWY et al., 2005).

Smith et al. (2003) descreveram a populagdo de M. bovis como sendo uma populagao
de estrutura irregular e ndo uniforme, que consiste em uma série de grandes e pequenos
complexos clonais. Complexos clonais sdo definidos como grupos de cepas descendentes de
uma unica célula que foi o ancestral comum mais recente desse complexo clonal, e que
apresenta todas as caracteristicas derivadas desse ancestral (SMITH, 2012). Para bactérias que
ndo apresentam a sua diversidade limitada pela reproducdo sexuada, a diversidade genética
pode ser decorrente de eventos como a recombinacao genética, translocacdes, duplicagdes ou
inversdes no DNA. Foi observado que nos membros do MTBC ndo ha troca de material
genético entre linhagens (SMITH et al., 2011; SALES, 2012). As baixas taxas de homoplasia

(quando duas linhagens desenvolvem independentemente a mesma caracteristica) e a
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congruéncia entre os diferentes marcadores moleculares encontrados a partir de reconstrucoes
filogenéticas dos membros do MTBC foram observadas como uma consequéncia de
clonalidade (COMAS; GAGNEUX, 2009). Isso ¢é esperado em um organismo clonal porque
as homoplasias s6 podem ser geradas por recombinacdo de material genético entre diferentes
linhagens ou por eventos independentes, como mutacdes repetidas no mesmo locus. A baixa
diversidade de sequéncias dentro do MTBC sugere que homoplasias causadas por mutacoes
repetidas ndo sdo susceptiveis de serem observadas, a ndo ser que o locus esteja evoluindo sob
alguma forma de presséo seletiva, por exemplo, genes que conferem resisténcia a antibioticos,
ou se um evento de mutagdo gerar alelos similares em diferentes linhagens (loci VNTR)
(SMITH, 2012). A alta frequéncia com que alguns clones se originam na populacdo pode ser
explicada, principalmente, pela selecdo. No entanto, a irregularidade observada na estrutura
global da populacdo de M. bovis e o dominio de clones individuais poderiam ser o resultado
de um efeito fundador recente, ou seja, um clone sendo introduzido em um novo habitat e
multiplicando-se na auséncia de competicdo. Se todas as cepas tivessem oportunidades iguais
de sobrevivéncia, entdo a estrutura da populacdo em geral seria relativamente uniforme, com
poucas divisdes filogenéticas (SMITH et al., 2003; SALES, 2012).

Embora a tuberculose bovina tenha sido relatada em todos os continentes onde ha
criacdo de bovinos, é consenso que este patdgeno se originou em um lugar, de uma sé vez, e
desde entdo tem sido distribuido em todo o mundo (SMITH et al., 2011). Alguns complexos
clonais de M. bovis foram definidos pela presenca de delecGes especificas. Dois complexos
estdo geograficamente localizados na Africa, o complexo clonal Africal (Afl) é dominante
em Camardes, Nigéria, Mali e Chade e foram identificados pela delecdo cromossdmica
especifica (RDAF1) e pela auséncia do espagador 30 no spoligotyping. Em outros paises da
Africa como Argélia, Burundi, Etiopia, Madagascar, Mogambique, Africa do Sul, Tanzania e
Uganda assim como na Europa, Ir8 e América do Sul, essa delegdo ndo foi encontrada
sugerindo que o Afl estd geograficamente localizado (MUELLER et al., 2009). Ja o
complexo clonal Africa2 (Af2) foi definido pela delecdo cromossémica RDAf2 e pela
associacdo com a auséncia dos espacadores 3-7 no padrdo de spoligotyping. O Af2 foi
observado com alta frequéncia em isolados de M. bovis em Uganda, Burundi, Tanzéania e
Etiopia. Em paises africanos como Argélia, Mali, Chade, Camardes, Africa do Sul e
Mocambique a delecdo cromossémica RDAf2 ndo foi encontrada, 0 que sugere que este
complexo clonal esta localizado na Africa Oriental. A auséncia dos espacadores 3-7 foi
raramente observada entre os isolados fora da Africa e os poucos isolados detectados

apresentaram a RDAf2 intacta. Um dado interessante observado foi que os membros do Af2
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de M. bovis apresentaram quatro ou mais cépias da 1S6110, em contraste com outras cepas de
M. bovis que possuem apenas uma ou poucas copias. A delecdo RDATf2 se mostrou intacta nas
cepas do complexo clonal Afl, assim como a delecdo RDAfL se mostrou intacta para as
linhagens Af2, permitindo concluir que as cepas dos complexos clonais Afl e Af2 séo
mutuamente exclusivas e ndo compartilham qualquer histéria filogenética com o ancestral
comum mais recente de cada complexo clonal, sugerindo que a mistura entre as populacdes de
bovinos nesses paises é pouco frequente (BERG et al., 2011)

O terceiro complexo clonal, identificado por Smith et al. (2011), apresenta
distribuicdo global e é nomeado Europa 1 (Eul). Esse complexo é marcado pela excluséo da
regido cromossdmica RDEul. Cepas do complexo clonal Eul podem ser identificadas pela
perda de espacador 11 no padrdo spoligotyping, embora esta caracteristica ndo é
necessariamente especifica para este complexo clonal. Dados mostram que cepas desse
complexo sdo altamente observadas em isolados da Republica da Irlanda, Reino Unido,
Estados Unidos, Africa do Sul, Nova Zelandia, Austrélia, Canadé, Argentina, Chile, Equador,
México, Coréia e do Cazaquistdo. E foi pouco observado no Brasil, Franca, Espanha,
Portugal, Ird e em uma pequena parte das cepas de Taiwan além de ser raro em outros paises
da comunidade europeia. A explicacdo mais simples para a distribuicdo desse complexo
clonal é que ele foi disseminado por bovinos infectados do Reino Unido a bovinos de antigos
parceiros comerciais (SMITH et al., 2011).

Um quarto complexo clonal Europa 2 (Eu2) também foi identificado. Ao contrario dos
outros ja mencionados, este complexo foi definido pela auséncia do espagador 21 associado a
um SNP no gene guaA. Os isolados de M. bovis membros do Eu2 sdo provenientes da
Peninsula Ibérica onde s&o encontrados com alta frequéncia, enquanto na Franca, Italia e llhas
Britanicas eles existem, mas em uma frequéncia muito baixa. A mutacdo no gene guaA nédo
foi observada nas cepas de referéncia dos trés complexos clonais descritos anteriormente
(Af1, Af2 e Eul), sugerindo que o Eu?2 identifica um quarto complexo clonal de importancia
global (RODRIGUEZ-CAMPOS et al., 2012).

A genotipagem de M. bovis na Gré-Bretanha mostrou que a populagdo é constituida
por um pequeno numero de clones facilmente identificaveis e que estes clones estdo
geograficamente localizados. Nestas subdivisdes geograficas, um Unico clone € dominante ou
atingiu fixacao (clone endémico). Uma andlise do polimorfismo VNTR nos dois espoligotipos
mais comuns concluiu que a estrutura da populacdo era incompativel com um processo de
mutacdo aleatéria, e pode ser descrita como uma série de expansdes clonais em que certos

gendtipos expandiram para uma alta frequéncia, quer como um resultado da amostragem
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populacional como clones que invadiram novos nichos geograficos (efeito fundador) ou pela
selecdo (SMITH et al., 2006).

Em sintese, 0 MTBC é um grupo de cepas altamente clonal (SMITH et al., 2006) e a
diversidade genética entre os seus membros pode em parte ser causada por excluses que
deverdo representar eventos genéticos (GORDON et al., 1999). Andlises dos complexos
clonais de M. bovis representam atualmente, uma nova ferramenta para a interpretacéo e
exploracdo em massa de dados gerados constantemente na rotina de epidemiologistas
moleculares, e ainda, permite criar hipoteses para investigar a distribuicdo geogréafica e a

patogenicidade deste patdgeno de importancia global (SMITH et al., 2006).

2.3 Genoma de M. bovis

O sequenciamento gendmico demonstrou que o genoma de M. bovis possui 4.345.492
pares de bases (pb) no isolado virulento de bovino AF2122/97 e é menor que 0 genoma de M.
tuberculosis (4.411.532 pb para o isolado humano H37Rv), com similaridade de 99,95% e
elevado teor de guanina e citosina — GC (~ 65%) mostrando colinearidade e nenhuma
evidéncia de grandes translocacfes, duplicacbes ou inversdes. Apesar da similaridade
genética com M. tuberculosis, 0 genoma de M. bovis tem sido reduzido devido a delecdes,
eventos considerados unidirecionais nessas bactérias (GARNIER et al., 2003). Assim, as
deleces no DNA de M. bovis sdo os principais responsaveis pela diferenciacdo e afetam
genes envolvidos no transporte, nas estruturas de superficie celular e no metabolismo
intermediéario. Estas delecdes podem remover genes que sdo dispensaveis para a adaptacdo de
hospedeiros e conduzir para uma gama de hospedeiros diferentes. Muta¢des pontuais, tambem
desempenham papel na definicéo do fendtipo, como é o caso da resisténcia a pirazimamida de
M. bovis. Outra alteracdo notavel é a mutacdo do gene da piruvato quinase que torna M. bovis
incapaz de utilizar glicerol como fonte de carbono (KEATING et al., 2005).

A anélise no genoma de M. bovis contestou a hipotese epidemiologica de que M.
tuberculosis era uma adaptacdo humana de M. bovis de bovinos. A perda irreversivel de
material no DNA descoberto pelo sequenciamento do genoma de M. bovis e a andlise
sistematica dos polimorfismos em um grande painel de estirpes levou ao novo paradigma que
M. canettii € provavelmente a espécie ancestral do complexo M. tuberculosis. Sucessivas
delecbes no DNA, comecando pela perda de regido RD9, levaram a diferenciagéo de M.
africanum, M. bovis e M. microti. Além disso, M. bovis BCG sofreu exclusdes adicionais
durante adaptacdo in vitro com perda da regido RD1 (OLSEN; BARLETTA; THOEN, 2010).
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2.4 Epidemiologia molecular

A capacidade dos sistemas de tipagem molecular para distinguir entre isolados € um
reflexo da variacdo genética observada no DNA cromossdmico de uma espécie bacteriana
(SWAMINATHAN; MATAR, 1993). Os métodos de genotipagem moleculares mais comuns
recorrem a amplificacdo por PCR de regides do genoma suficientemente estaveis para
servirem de marcador epidemiologico, mas com potencial polimorfismo para diferenciar
cepas sem relacdo epidemioldgica entre si (DUARTE et al., 2007).

A maioria das técnicas de genotipagem usadas para diferenciacdo de cepas do
complexo M. tuberculosis podem ser classificadas em duas categorias, as técnicas baseadas
em todo o genoma e técnicas que se baseiam em sequéncias do genoma (DURR;
HEWINSON; CLIFTON-HADLEY, 2000). Técnicas envolvendo todo o genoma foram as
primeiras descritas e possuem a vantagem de obter todas as potenciais informacdes genéticas.
No entanto, esses metodos, incluindo a analise de restricdo de endonucleases (REA) e a
eletroforese em campo pulsado (PFGE) sdo tecnicamente exigentes, dificeis de automatizar e,
portanto, menos populares que técnicas que envolvem sequéncias no genoma. As técnicas de
sequéncias no genoma incluem técnicas de sequéncias repetidas especificas que
compreendem as sequéncias de insercao (IS), as regides de repeticdes diretas (DR) e os loci
de repeticdes em sequéncia (RODRIGUEZ-CAMPOS, 2012).

As técnicas mais utilizadas para tipagem molecular de membros do complexo M.
tuberculosis € o Restriction Fragment Lenght Polymorfism — RFLP-1S6110, Spoligotyping e
Mycobacterial Interspersed Repetitive Units — MIRU; Variable Number Tandem Repeats —
VNTR (COLLINS, 2011; DUARTE et al., 2007; HADDAD; MASSELOT; DURAND,
2004).

O RFLP-1S6110 é considerado metodo padrdo-ouro para a diferenciacdo de cepas de
M. tuberculosis, mas proporciona uma limitada discriminacao entre isolados M. bovis, ja que
a maioria dos isolados abriga apenas uma ou poucas cépias desse elemento. Tipagem baseada
no spoligotyping tem sido amplamente utilizada para diferenciacdo de M. bovis, é altamente
reprodutivel e rapida, e representa o primeiro sistema de tipificacdo, universalmente
reconhecido, para populagdes de M. bovis. No entanto, estudos realizados com M. bovis
isolados na Irlanda do Norte, Franca, Australia, Canada, Republica da Irlanda e do Ird
mostraram um poder limitado de discriminacdo deste método. MIRU-VNTR surgiu como
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marcadores valiosos para a genotipagem do complexo M. tuberculosis (ALLIX et al., 2006) e
tornou-se a abordagem preferida para a tipificagcdo de M. bovis (Mc LERNON et al., 2010).

Nos ultimos anos, um progresso notavel ocorreu na compreensao dos mecanismos de
viruléncia e na patogénese de infeccbes micobacterianas particularmente pela aplicacdo do
sequenciamento gendmico e analise gendmica comparativa. A ciéncia gendmica tornou
possivel a elucidacdo do modelo genético completo de varias espécies de micobactérias de
importancia em medicina humana e veterinaria, bem como espécies ambientais (OLSEN;
BARLETTA; THOEN, 2010).

2.4.1 RFLP-1S6110

Um método de tipagem baseado na variagdo da sequéncia de DNA no genoma
bacteriano denominado RFLP-1S6110 é amplamente utilizado no estudo epidemioldgico da
tuberculose. Este método baseia-se na digestdo do DNA gendmico bacteriano por enzimas de
restricdo, denominadas de endonucleases, que geram fragmentos de diferentes comprimentos.
Os fragmentos sdo entdo separados em gel de agarose e hibridizados por sonda de DNA
(COLLINS, 2011; HADDAD; MASSELOT; DURAND, 2004; THIERRY et al., 1990).

A diferenca na localizacdo e nimero de cOpias desta sequéncia de insercdo é a origem
do polimorfismo entre isolados. Na espécie M. tuberculosis 0 nimero de copias na sequéncia
de insercdo 1S6110 é geralmente bastante elevado, sendo maior que vinte e cinco copias
(DEVALLOIS et al., 1998). Isto confere um elevado poder de discriminacdo desta técnica
para esta espécie. Em contraste, a maioria dos isolados de M. bovis possui baixo nimero de
copias de 1S6110, sendo 0 maximo de oito copias encontradas em isolados (ARANAZ et al.,
1996; COLLINS, 2011; COUSINS; DAWSON, 1999; DEVALLOIS et al., 1998; HADDAD;
MASSELOT; DURAND, 2004; KREMER et al., 1999). Esta é a razdo pela qual RFLP-
IS6110 ainda € a técnica de referéncia para identificar M. tuberculosis, enquanto oferece baixa
capacidade de identificacdo para a maioria dos isolados de M. bovis (KAMERBEEK et al.,
1997). Outro fato a ser considerado é que o elemento 1S6110 é um membro da familia de 1S3,
grupo de sequéncias de insercdo mais difundido entre bactérias (Mc ADAM et al., 1990).
Portanto, ndo é surpreendente que sequéncias homologas a 1S6110 sdo também encontrado
em micobactérias que ndo fazem parte do MTBC (Mc HUGH; GILLESPIE, 1998). Além de
ser propenso a resultados falsos positivos, o alvo da 1S6110 para amplificacdo por PCR
também pode produzir resultados falso-negativos (MAGDALENA et al, 1998).
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Berg et al. (2011) hipotetizaram que a associa¢do de M. bovis com baixo nimero de
copias se deve ao fato da presenca global de um grupo de cepas de M. bovis, o complexo

clonal Europa 1, que geralmente apresenta uma cdpia de 1S6110.

2.4.2 Spoligotyping

O spoligotyping foi introduzido como um método rapido para determinar a
epidemiologia molecular da tuberculose humana e como uma alternativa para a identificacao
de amostras com poucas coOpias de 1S6110 (KAMERBEEK et al., 1997). Desde a
padronizacdo do spoligotyping para M. bovis, a técnica vem sendo considerada Gtil como um
método rapido para caracterizacdo de isolados e sua aplicabilidade em larga escala como
primeira linha de tipagem (HADDAD; MASSELOT; DURAND, 2004; SMITH et al., 2003).

A técnica baseia-se na amplificacdo por PCR de um unico locus altamente polimorfico
no genoma da bactéria contendo multiplas repeti¢cdes diretas (DR). Este locus contém DR de
36 pb intercaladas com sequéncias espacadoras ndo repetitivas de 34-41 pb bem conservadas.
Posteriormente a PCR, é feita a hibridacdo em membrana que contenha oligonucleotideos,
previamente ligados covalentemente, e especificos para cada uma das 43 diferentes
sequéncias espacgadoras. O resultado é obtido mediante a hibridacdo ou ndo de cada sequéncia
espacadora, de forma que o polimorfismo dos isolados é comprovado pela auséncia ou
presenca de um ou mais espacadores resultando em um padrdo de hibridacdo que é
comparado entre as diferentes amostras (ARANAZ et al., 1996; GROENEN et al., 1993;
GOYAL et al.,, 1997). As bases moleculares deste polimorfismo estdo provavelmente
relacionadas a recombinacdo homologa entre as DRs proximas ou distantes e também em
funcdo do rearranjo ocorrido devido a presenca do transposon, que sao regides no DNA que
podem se transferir de uma regido para outra do genoma, deixando ou ndo uma copia no local
onde estavam (ARANAZ et al., 1996).

Uma das vantagens da técnica é a rapidez, o custo baixo e a tipificacdo das cepas de
M. bovis, assim como de M. tuberculosis. Além de ser capaz de distinguir especificidades
geograficas entre seus spoligotipos, de modo que alguns isolados agrupados em familias
estejam relacionados a uma determinada populacdo, regido geogréafica e até a prépria historia
da disperséo da tuberculose no mundo (SOLA et al., 1999). Outra vantagem é a possibilidade
de fazer analises e comparagdes genéticas e epidemioldgicas dos diferentes perfis gerados por
Spoligotyping do MTBC (BRUDEY et al. 2006; MALASPINA, 2009) por meio de um banco
de dados internacional de Spoligotyping (SpolDB4) que atualmente compartilha 1.939 perfis,
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representando um total de 39.295 isolados clinicos originarios de 141 paises (PEREIRA,
2012).

O poder de discriminagéo de isolados de M. bovis por spoligotyping varia entre paises
e regibes geograficas. Estudos usando spoligotyping em grandes populacdes bovinas da
Franca (HADDAD et al., 2001), Portugal (DUARTE et al., 2008), Itadlia (BONIOTTI et al.,
2009) revelaram discriminagdo satisfatdria de isolados de M. bovis. J& estudos na Austrélia
(COUSINS; DAWSON, 1999), Irlanda do Norte (SKUCE et al., 2005) e Grd Bretanha
(HEWINSON et al., 2006) foram prejudicados devido ao baixo indice de discriminacao.

Spoligotyping tem se mostrado como uma boa ferramenta para identificar relagdes
geneticamente distantes entre cepas de M. bovis, entretanto, nem sempre é possivel concluir
gue os espoligotipos representam clones e que os isolados sdo epidemiologicamente
relacionados (ZUMARRAGA et al., 1999; 2013).

Alguns estudos demonstraram que apenas 0 spoligotyping ndo seria suficiente para
todas as correlacBes epidemioldgicas entre as cepas de M. bovis, especialmente, porque todo o
polimorfismo genético estd restrito a um unico locus, ao agrupamento DR, havendo a
necessidade de associacGes com outros métodos moleculares, ja que o spoligotyping possuli
menor poder de discriminacdo (ARANAZ et al., 1996; COUSINS et al., 1998;
KAMERBEEK et al.,1997; ROCHA et al., 2012).

2.4.3 MIRU-VNTR

Muitos loci possuem hipervariabilidade em seus numeros de repeticbes e sao
denominados de loci de VNTR (Variable Number Tandem Repeat) (NAKAMURA et al.,
1988). Os VNRT sédo encontrados nas regifes intergénicas e ndo intergénicas no genoma,
interferindo nos processos de regulagdo da célula e também possuem fungdes nas trocas
moleculares dos microrganismos. Sdo ferramentas de grande importancia nos estudos
evolutivos, assim como para os estudos de genética populacional de eucariotos (EPPLEN et
al., 1997). O primeiro locus VNTR identificado no genoma de M. tuberculosis consistiu de
uma repeticdo em tandem de 75 pb localizada no gene katG (GOYAL et al., 1994). Outros
loci foram encontrados dispersos no genoma de micobactérias; Supply et al. (1997)
denomiram estes loci de unidades micobacterianas repetitivas (MIRU), que variam em
tamanho de 46-101 pb (RODRIGUEZ-CAMPOS, 2012). Um estudo posterior de tipagem
usando VNTR de isolados do MTBC reconheceu mais cinco repeti¢coes que foram chamadas

de repeticbes exatas em tandem (ETR) A a F, estes variam de tamanho entre 53 e 79 pb
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(FROTHINGHAM; MEEKER-O'CONNELL, 1998). No mesmo ano, Magdalena et al. (1998)
identificaram uma regido designada SenX3-RegX3, que apresentava elevado grau de
conservacao de sequéncia entre as cepas do MTBC, mais tarde essa regido seria utilizada para
a identificacdo de novas MIRU. Nos ultimos anos, varios loci foram descritos, por exemplo,
QUB11a, QUB11b, QUB18, QUB23, QUB26 (SKUCE et al., 2002).

A tipagem MIRU-VNTR visa loci genéticos que estao distribuidos por todo o genoma;
esses loci contém uma variacdo na quantidade de sequéncias repetidas. O polimorfismo nos
loci pode ocorrer tanto como mudanca na sequéncia dos nucleotideos, como na variacdo no
nimero de unidades repetidas, consequentemente ambas criando uma variacdo alélica. A
tipificacdo pelo MIRU-VNTR € baseada no polimorfismo dos nimeros destas sequéncias
repetitivas organizadas em sequéncia no DNA (van BELKUM et al., 1998).

Para revelar o nimero de repeticbes em sequéncia, a PCR é realizada com
oligonucleotideos iniciadores destinados a amplificar individualmente os loci de repeti¢cdo em
sequéncia selecionados (COWAN et al., 2002). Primeiramente s&o realizadas PCR utilizando
diferentes pares de iniciadores (um para cada MIRU-VNTR), para a determinacdo do numero
de repeticGes em cada locus. Apds a amplificacdo de um dado locus, € determinado o tamanho
(peso molecular em pares de bases) do amplificado por eletroforese em gel de agarose, em
comparacdo com marcadores de tamanho molecular para deduzir o nimero de repeticdo em
sequéncia presentes em cada locus. Para a interpretacdo dos resultados € utilizada uma tabela
de alelos que relaciona o peso molecular obtido com o numero de alelos repetidos em cada
locus. O resultado final da tipagem MIRU-VNTR é um c6digo numeérico, que corresponde ao
namero de repeti¢des do locus alvo e serve como uma impressao digital do respectivo isolado
(BEER et al., 2012; RODRIGUEZ-CAMPOS, 2012). Esse valor esta relacionado com
formula matematica que considera o valor do fragmento amplificado, com o tamanho

molecular de cada repeticéo:

tamanho do produto amplificado - tamanho do fragmento sem copia

Numero de repeti¢oes =
pette tamanho da unidade repetitiva

Uma vez determinado o perfil de alelos para cada cepa, os dados sdo analisados
empregando um aplicativo web MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org). Este
Servigo permite aos usuarios acesso livre para analisar o perfil de alelos de seus isolados com

os isolados de diferentes regides do mundo, depositados no banco de dados, que representa as
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principais linhagens do complexo M. tuberculosis (ALLIX-BEGUEC et al., 2008; WENIGER
etal., 2010).

A técnica de MIRU-VNTR pode ser desenvolvida de forma manual como descrita
anteriormente ou de maneira automatizada, o que é uma vantagem em relacdo a outras
técnicas como o spoligotyping. Na metodologia automatizada emprega-se oligonucleotideos
iniciadores marcados com fluor6foros especificos produzindo assim amplificados
fluorescentes, que por sua vez podem ser analisados em um sequenciador automatico de
DNA. A determinacdo dos amplificados é obtida pelo sequenciador e a definicdo de qual
locus ele representa é obtida pela cor da fluorescéncia detectada pelo aparelho. E importante
salientar que os métodos automatizados sdo muito mais caros que a versdo manual, sendo
justificado seu uso apenas em estudos de grande numero de amostras (PANDOLFI et al.,
2007).

Estudos a fim de determinar um conjunto ideal de marcadores MIRU-VNTR para M.
bovis s&o menos abundantes que para M. tuberculosis, no entanto a tipagem MIRU-VNTR foi
usada em muitos paises para estudos epidemiol6gicos de M. bovis (ALLIX et al., 2006;
BONIOTTI et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2012; HILTY et al., 2005; JEON et al., 2008;
MANDAL et al., 2011; McLERNON et al., 2010; PARREIRAS et al., 2012; ROCHA et al.,
2012; ROMERO et al., 2008; RORING et al., 2002; 2004; SAHRAOUI et al., 2010; SKUCE
et al., 2005; SUN et al., 2012).

Um estudo desenvolvido por 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 metodo de tipagem de primeira linha. Este conjunto de 24 loci demonstrou
eficiéncia na discriminagdo de isolados de M. tuberculosis em relagdo ao conjunto de 12 loci
originalmente sugeridos, com resultados altamente reprodutiveis e faceis de serem trocados
entre laboratorios (NOGUTI et al., 2010; PEREIRA, 2012).

Estudos populacionais mostraram que a tipagem MIRU-VNTR tem sido mais eficiente
do que a ferramenta padrdo-ouro de engenharia genética, RFLP-1S6110, no estudo da
transmissdo da tuberculose, em ambientes com caracteristicas epidemioldgicas representativas
de muitos paises desenvolvidos (COLLINS, 2011). A tecnica MIRU-VNTR permite a
identificacdo de cepas em circulacdo local ou internacional, o que € essencial para bons
servicos de vigilancia epidemioldgica e controle de doencas (HADDAD; MASSELOT,;
DURAND, 2004). Em contraste com spoligotyping, tipagem MIRU-VNTR tem a vantagem

de ser uma técnica multilocus, no entanto, isso é de relativa importancia para um organismo
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puramente clonal e suscetivel a homoplasia, onde polimorfismo em qualquer lugar marca o
cromossomo inteiro e pode fazer com que clones independentes possuam o mesmo perfil. No
entanto este problema pode ser minimizado pela utilizacdo de maior nimero de loci MIRU-
VNTR. Nao ha duvida de que a tipificagdo MIRU-VNTR pode identificar genétipos mais do
que RFLP-1S6110 e spoligotyping (COLLINS, 2011; HADDAD; MASSELOT; DURAND,
2004; SMITH et al., 2006).

2.4.4 MST/MLST/MLSA

O Multispacer (Multilocus) Sequence Typing (MST) é um dos métodos de
genotipagem utilizados atualmente em estudos de epidemiologia molecular. A discriminacao
de cepas de microrganismos por essa técnica € feita pela detec¢do de polimorfismos em varias
regides do genoma, principalmente em sequéncias espacadoras intergénicas (DRANCOURT
et al., 2004 apud SALES, 2012; PITONDO-SILVA et al., 2013). Este método demanda
pequenas quantidades de DNA e se mostra vantajoso por ser uma técnica baseada em
sequenciamento, 0 que permite reconhecer toda a diversidade genética dos marcadores
utilizados e ainda permite a comparacdo de resultados in silico. A determinacdo das
sequéncias espacadoras intergénicas requer varias etapas. A primeira delas é localizar as
sequéncias bacterianas no GenBank, que uma vez localizadas, deverdo ser alinhadas e
comparadas. Ap6s a escolha das sequéncias para o0 estudo, essas serdo utilizadas em PCR e
sequenciamento dos fragmentos de interesse (SALES, 2012). O sequenciamento em larga
escala dessas sequéncias consome muito tempo e muito material de laboratdrio, de forma que
0 emprego do MST na rotina é limitado (SCHURCH; van SOOLINGEN, 2012).

Outros dois sistemas de tipificagdo de M. bovis j& sdo utilizados, o0 SNP e 0 WGS,
porém ainda estdo em fase de padronizacdo para M. bovis e somente sdo realizados em

grandes centros de diagnostico fora do Brasil.

2.4.5 SNP

O polimorfismo de base Unica do inglés Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) é
caracterizado pela substituicdo de uma base nucleotidica por outra na sequéncia no DNA, séo
variagdes individuais num ponto particular do genoma, podendo consistir em insercoes,
delecBes ou substituicdes nucleotidicas. Um SNP pode ser sinbnimo ou ndo-sinbnimo: no

primeiro caso (também conhecido como sSNP), o aminoacido codificado pelo codon que
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contém o SNP é o mesmo que aquele codificado pelo codon sem o SNP; e no segundo caso
(também conhecido como nsSNP), o cédon modificado codifica um residuo de aminoacido
diferente daquele codificado pelo codon sem 0 SNP (ALENCAR, 2010). O SNP sinénimo é
muito utilizado para identificar linhagens, por causa da baixa diversidade, ancestralidade
recente e a auséncia de transferéncia de genes horizontal dentro do complexo M. tuberculosis.
Diferentes técnicas que permitem a deteccdo de SNPs em ensaios de elevado rendimento tem
sido desenvolvidas e séo utilizadas para distinguir cepas de bactérias (GUTACKER et al.,
2002.) e em estudos filogenéticos (ALLAND et al., 2003; GUTACKER et al., 2002;
HUGHES; FRIEDMAN; MURRAY, 2002). No entanto, os SNPs apresentam algumas
desvantagens, como a impossibilidade de estimar a distancia genética (PEARSON et al.,
2009; SMITH et al., 2009). A determinacdo de SNPs requer um processo em duas etapas
(PCR e sequenciamento). Embora os SNPs sdo bem adequados para definir as relacfes
filogenéticas profundamente enraizadas, sdo de limitado valor para tipagem molecular de
rotina, devido o alto custo (SCHURCH; van SOOLINGEN, 2012).

2.4.6 WGS

O sequenciamento gendmico do inglés Whole Genome Sequencing (WGS) teoricamente
monitora toda a variacdo de um genoma bacteriano, e tem, por conseguinte maior poder de
discriminacdo. Dependendo da necessidade do estudo, dada a quantidade dos dados, pode ser
ajustado para extrair apenas a informacdo desejada a partir da sequéncia no genoma (San
MILLAN; GARAIZAR; BIKANDI, 2005). Inicialmente os sequenciamentos eram realizados
pelo método Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) que envolve incorporagéo de
dideoxinucleotideo como terminador. Para o sequenciamento mais eficiente e rentavel de
genomas, a segunda geracdo de sequenciamento de DNA foram exploradas nos ultimos cinco
anos, como as técnicas de pirosequenciamento [Sequencimento 454/Roche (MARGULIES et
al., 2005)] ou através do sequenciamento por sintese [Solexa / Illumina (ANSORGE, 2009)].
Com essas técnicas de leitura curta, as vezes em combinagdo com tipagem por SNP, cadeias
de transmissdo da tuberculose puderam ser determinadas em um grande grupo de mesmo
perfil de RFLP-IS6110 (SCHURCH et al., 2010), cepas multi-drogas resistentes foram
caracterizadas (IOERGER et al., 2009) e foi estimada a divergéncia genética de isolados de
mesmo perfil genético (NIEMANN et al., 2009).
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Outra vantagem do WGS é que a reconstrucdo de relagdes filogenéticas baseia-se numa
grande quantidade de dados (COMAS et al., 2010; SCHURCH et al., 2011), que permite
reconstruir uma filogenia de confianca mesmo de cepas intimamente relacionadas
(SCHURCH et al., 2011). No futuro, WGS podera ajudar na identificacio de forcas seletivas
que atuam em cepas durante surtos, na compreensdo de eventos micro-evolutivos dentro de
uma populacdo de bactérias de um paciente ou na transmissao de paciente para paciente, na
identificacdo das mutacdes que levam a resisténcia a drogas e mutacbes em genes de
viruléncia. O WGS ainda ndo ¢é utilizado na rotina, principalmente por causa dos custos e da
complexidade na analise dos dados (SCHURCH; van SOOLINGEN, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

— Estudar a diversidade genética de isolados de Mycobacterium bovis presentes em rebanhos

bovinos associadas a sua localizagdo geografica.

3.2 Especificos

— Realizar a genotipagem de isolados de Mycobacterium bovis com 24 loci da técnica
MIRU-VNTR,;

— Descrever a diversidade alélica de cada um dos 24 loci analisados; e

— Analisar a relacdo genética entre os isolados de M. bovis.
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Abstract

Fifty-five strains of acid-fast bacilli obtained from the cultivation of tissues removed during
slaughter cattle from 19 properties of four Brazilian states, were genotyped by MIRU-VNTR
technique with 24 primers. Twenty-two genetic profiles were detected, 13 profiles with more
than one strain (cluster) and nine unique isolates. From 24 loci studied, 11 showed no allelic
diversity and the ones which showed diversity is mostly in the VNTR and ETR loci. The
MIRU-VNTR technique with 24 primers allows identification of genetic diversity of M. bovis
in different geographical areas of Brazil, represented by multiple infections as well as by
meeting of the same profile of M. bovis in different locations, resulting in indiscriminate
movement of diseased animals. Clustered isolates are indicative of recent transmission and

unique profile isolates suggest reactivation of latent infection.

Keywords: MIRU-VNTR, genetic diversity, bovine tuberculosis, gene clusters,

Mycobacterium bovis, genotyping.
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Resumo

Cinquenta e cinco isolados de bacilos alcool-acido resistentes, obtidos a partir do cultivo de
tecidos colhidos durante o abate de bovinos provenientes de 19 propriedades de quatro
estados brasileiros, foram genotipados por meio da técnica MIRU-VNTR com 24 iniciadores.
Vinte e dois perfis genéticos foram observados, sendo 13 perfis com mais de uma cepa
(agrupamentos) e nove isolados de perfil Unico. Dos 24 loci estudados, em 11 ndo houve
qualquer diversidade alélica e a maioria que apresentou diversidade alélica esta nos loci ETR
e VNTR. A técnica de MIRU-VNTR com 24 iniciadores permite a identificacdo da
diversidade genética de M. bovis em diferentes areas geogréaficas do Brasil, representada por
superinfeccdo, assim como pelo encontro do mesmo perfil de M. bovis em diferentes
localidades, consequente a movimentacdo indiscriminada de animais doentes. Agrupamentos
de isolados sdo indicativos de transmissdo recente e isolados de perfil Gnico sugerem
reativacdo de infeccdo latente.

Palavras-chave: MIRU-VNTR, diversidade genética, tuberculose bovina, agrupamentos

genéticos, Mycobacterium bovis, genotipagem.

1. Introducéo

Avancos nas tecnicas de tipagem molecular tém contribuido para o estudo
epidemioldgico de doencas infecciosas como a tuberculose bovina, por meio da identificacdo
e caracterizacdo de isolados de Mycobacterium bovis. Os dados de tipagem molecular
permitem discernir os genotipos de M. bovis que s@o predominantes em uma area especifica e
como os focos maltiplos ocorrem. Além disso, essa informacédo epidemiologica oferece dados
para rastrear a origem dos surtos e assim bloquear a transmissao da tuberculose bovina. A

técnica de MIRU-VNTR é uma poderosa ferramenta para a identificacdo e genotipagem do
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complexo M. tuberculosis, inclusive M. bovis (Roring et al., 2002; Hilty et al., 2005)
especialmente quando 24 loci séo analisados (Maes et al., 2008).
A proposta deste estudo foi analisar a diversidade genética de isolados de M. bovis

presentes em rebanhos bovinos de diferentes localidades do Brasil.

2. Material e Métodos
2.1. AMOSTRAS

Os isolados de M. bovis, objeto deste estudo foram provenientes de 4 estados
brasileiros, 24 isolados de 13 propriedades de Mato Grosso do Sul, 26 isolados de 4
propriedades do Rio Grande do Sul, 4 isolados de uma propriedade do Espirito Santo e 1
isolado de Pernambuco.

Os isolados foram obtidos a partir de amostras de tecido colhidas durante abate em
matadouros frigorificos ou durante necropsia e cultivadas em meio de Stonebrink. Coldnias
caracteristicas de M. bovis foram confirmadas como bacilos alcool-acido resistentes (BAAR)
guando corados pela técnica de Ziehl-Neelsen. O DNA genémico dessas amostras foi extraido
por meio de termdlise (Mazars et al., 2001) e utilizados para amplificacdo das sequéncias alvo

(RvD1Rv2031c) a partir dos iniciadores JB21 e JB22 (Rodriguez et al., 1995).

2.2.GENOTIPAGEM MIRU-VNTR

As 55 amostras clinicas identificadas como espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis e a cepa referéncia M. bovis AN5 foram genotipadas por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com 24 iniciadores (Supply, 2005; Supply et al., 2006). Em cada
reacéo foram utilizados 6,4 pl de Go Taq Green Master Mix 1x (Promega®), 0,3 pmol de cada

iniciador, 100 ng de DNA e agua livre de nucleases suficiente para o volume final de 18 pl.
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Amostra de M. tuberculosis estirpe H37Rv e agua livre de nucleases foram utilizadas como
controle positivo e negativo, respectivamente.

A amplificacdo foi realizada em termociclador MJ Mini Personal Thermal Cycler
(Bio-Rad®), conforme Supply (2005). Os produtos amplificados de tamanho variavel, foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 3% e solucdo tampdo TBE 1x (89 mM Tris-
Borato, 2 mM EDTA) a uma voltagem de 120 volts, 400 mA durante 300 minutos, em
migracao paralela a padrdo de 100 pares de bases em trés posi¢des equidistantes (PCR Low
Ladder Marker Set - Sigma®).

Terminada a migracdo o gel foi mergulhado em uma solucdo de TBE 1x e corante
Sybr Gold (Invitrogen®) na proporcéo 1 : 50.000. Depois de 40 minutos de colorago o gel foi
colocado no sistema de fotodocumentacéo Gel Doc XR (Bio-Rad®) e as imagens das bandas
capturadas por meio do software Quantity One (Bio-Rad®). Depois de corado e
fotodocumentado, determinou-se 0 numero de pares de bases nos fragmentos de todas as
amostras para cada locus.

A quantidade de alelos foi determinada de acordo com a tabela publicada por Supply
(2005), que relaciona o tamanho do fragmento obtido com a quantidade de copias. Baseado na
quantidade de alelos, cada amostra recebeu um codigo numerico que foi usado para descrever
seu perfil genético. O teste foi considerado valido quando o resultado do controle positivo era
correspondente ao obtido por Supply (2005). O perfil genético foi utilizado na comparagéo do
perfil de cada isolado com cepas depositadas no aplicativo MIRU-VNTRplus

(http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index). Foi utilizado o ponto de corte de 0,17 (padrdo

do aplicativo), que corresponde a uma tolerancia de até quatro loci de diferenca, para analisar
a similaridade entre a cepa em estudo e as cepas depositadas.
O perfil genético dos isolados em estudo e das cepas de M. bovis 1601/01, 4258/00,

53.46/02, 9564/00, 8217/02, 1290/00, 7540/01 e M. caprae 8986/99, depositadas no
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aplicativo, além do perfil das cepas H37Rv e AN5 obtidas durante o estudo, foi utilizado na

geracdo do dendrograma pelo método UPGMA.

2.3. ANALISE DE DIVERSIDADE ALELICA
O calculo da diversidade alélica de cada locus (h) foi realizado conforme a formula
publicada por Selander et al. (1986):
h=1- Xxf [n/(n—1)]
sendo x; a frequéncia do alelo i no locus e n o nimero de isolados. Com base nesse indice, 0
locus é considerado altamente discriminatério/polimorfico se h > 0,6; moderadamente se 0,3
h <0,6 ¢ fracamente se h < 0,3 (Sola et al., 2003).

2.4. ANALISE DO PODER DE DISCRIMINACAO

O poder de discriminacdo da técnica MIRU-VNTR com 24 loci foi feito conforme

féormula de Hunter — Gaston (1988):

S
1
Dzl—m;nj(nj—l)

sendo n o numero de isolados (amostras) em uma populacdo, s 0 numero total de tipos
descritos e nj 0 nUmero de amostras pertencentes ao tipo j.
A técnica de MIRU-VNTR ¢é considerada eficiente se apresentar indice de pelo menos

90% (Hunter e Gaston, 1988).

3. Resultados
Vinte e dois perfis geneticos foram identificados a partir de 55 isolados de M. bovis,
provenientes de 19 propriedades de quatro estados brasileiros. O perfil genético, de cada um

dos 55 isolados, obtido a partir de genotipagem MIRU-VNTR pode ser visualizado na tabela
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1. O poder discriminatério dos 24 loci de MIRU-VNTR, nas amostras estudadas foi de
0.9123.

Nos estados de Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul e Espirito Santo foram
identificados, respectivamente, 12, 08 e 03 perfis genéticos de M. bovis, além do perfil
distinto obtido no estado de Pernambuco.

Dois perfis genéticos, “b” e “0”, foram identificados tanto no estado de Mato Grosso
do Sul como no Rio Grande do Sul.

No Mato Grosso do Sul, um mesmo perfil de M. bovis “k” foi identificado em

€C 9
S

diferentes propriedades (G, H, P, Q) de cidades distintas. Além disso, outro perfil foi
identificado em duas propriedades (R e S) do mesmo municipio.

Nas propriedades C, H e S foram identificados trés perfis diferentes de M. bovis,
enguanto que nas propriedades K e O dois perfis distintos, caracterizando superinfeccéo.

Na comparacdo do perfil das amostras estudadas observou-se que a maioria (89.29%)
apresenta perfil similar com cepas de M. bovis depositadas no aplicativo MIRU-VNTRplus.

No dendrograma (figura) observam-se 22 perfis genéticos distintos, 13 perfis com
mais de um cepa (agrupamentos) e nove isolados de perfil Gnico.

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 tabela 2. Dos 24 loci estudados
em 11 ndo houve qualquer diversidade alélica e a maioria que apresentou diversidade alélica
estd nos loci ETR e VNTR.

Falhas de amplificacdo ocorreram nos loci MIRU 16, MIRU 31, ETR B e QUB 26

mesmo apos varias tentativas.
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4. Discusséo

No Brasil, pela primeira vez estudou-se a diversidade genética de cepas de M. bovis
por MIRU-VNTR com 24 pares de iniciadores. As 55 amostras genotipadas evidenciaram por
meio dessa técnica 22 perfis genéticos distintos. Isso sugere alta diversidade de M. bovis nos
estados estudados. Essa alta diversidade pode ser consequéncia da movimentagdo
indiscriminada de animais doentes (Zumarraga et al., 2013). A movimentacdo de animais
doentes pode ser devido a dificuldade no diagnéstico da tuberculose, que ¢ uma doenca
insidiosa, cujo diagndstico indireto in vivo falha em distinguir animais anérgicos (Lepper et
al., 1977). Além disso, podem ocorrer por falhas no saneamento dos focos e no controle de
transito animal.

Cepas oriundas de diferentes estados com mesmo perfil podem ser resultantes da
movimentacdo de animais contaminados entre diferentes regides. Em geral, um grupo de
cepas com o mesmo perfil é descendente de uma célula ancestral, porém nem sempre é
possivel afirmar isso devido a homoplasia, que faz com cepas sem relacdo de ancestralidade
tenham o mesmo perfil MIRU-VNTR (Gibson et al., 2005; Filliol et al., 2006; Smith et al.,
2006). De forma semelhante, no Mato Grosso do Sul foi encontrado o mesmo perfil em
diferentes localidades, isso também pode ser justificado pela movimentacdo dos animais que
faz com que diferentes animais em diferentes localizagfes se contamine com a mesma cepa de
M. bovis, ou seja, um clone que se introduziu em certa area geografica (efeito fundador) e se
expandiu, multiplicando-se na auséncia de competicdo (clone dominante ou endémico). Outra
hipdtese € a selecdo natural da cepa (Smith et al., 2006). Em cepas de M. tuberculosis sugere-
se que o0 processo de selecdo seja devido a forma de transmiss@o, por meio de aerossois que
contem provavelmente pequeno nimero de bactérias, levando a uma selecdo aleatoria durante

a transmisséo entre os seres humanos. Tal selecdo pode contribuir para que essa caracteristica
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se torne fixa na populacdo (Hershberg et al., 2008). O mesmo poderia estar ocorrendo com M.
bovis.

A presenca de diferentes genotipos de M. bovis no mesmo rebanho caracteriza
superinfec¢do. Isso ocorre devido a diferentes fontes de infeccdo intra-rebanho (Salamon et
al., 2000) ou falta de controle sanitario na entrada de animais na propriedade.

Padrbes de formacdo em grupos séo indicativos de infeccdo exdgena, resultante de
transmissdo recente e de natureza clonal, tipicas em surtos epidemiolégicos. A transmissao
recente ndo acarreta variabilidade genética suficiente a ponto dos isolados serem
diferenciados em grupos distintos (Dale et al., 1999; Ferrazoli et al., 2000; Van Soolingen,
2001). Os isolados de perfil unico ndo estabelecem vinculo epidemioldgico com as demais
cepas, sugerem doenca proveniente de reativacdo de uma infeccdo latente, indicando que a
infeccdo primaria tenha ocorrido em diferentes contextos geograficos e temporais (Ferrazoli et
al., 2000; Van Soolingen, 2001; Garcia de Viedma et al., 2011).

A similaridade encontrada entre as cepas em estudo e aquelas de outros continentes,
depositadas no aplicativo, pode ser explicada pela importacdo de animais e a evolugéo clonal
de M. bovis. Segundo Zumarraga et al. (2013), os espoligotipos predominantes na América
Latina sdo similares aos encontrados em paises europeus, em decorréncia das relacdes
econdmicas entre esses paises a partir da metade do século XIX.

Os loci mais polimorficos (ETR e VNTR) encontrados neste estudo estdo consistentes
com estudos anteriores de Rocha et al. (2012) e Figueiredo et al. (2012) que observaram que
os loci ETR séo altamente polimérficos. No entanto, nenhum estudo com isolados M. bovis no
Brasil até hoje utilizou os loci VNTR. Allix et al. (2006), estudando populagéo de M. bovis na
Irlanda, encontraram que os loci mais polimorficos foram: VNTR 3232, ETR-B, ETR-A,

MIRU-26, QUB11b, QUB11a, ETR-C, VNTR 4156 e MIRU 4. Certos loci mostram mais
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diversidade alélica do que outros, 0 que pode ser devido a diferentes pressdes de selecdo que
atuam em diferentes loci (Gibson et al., 2005).

Os loci MIRU-VNTR podem exibir poder discriminatorio diferente em diferentes
linhagens de micobactérias. Para maximizar o poder discriminatorio e minimizar 0s custos
com genotipagem, Comas et al. (2009) sugeriram que apenas os marcadores VNTR, que
oferecem maior poder discriminatério dentro de uma linhagem em particular, devem ser
usados. A ndo observacdo de qualquer diversidade alélica em 11 dos 24 loci estudados neste
trabalho pode servir de parametro para selecdo das sequéncias discriminatorias, embora a
escolha do conjunto dos loci mais apropriados para genotipagem ndo é consensual nem esta
uniformizada para todos os laboratorios. Assim os iniciadores ETR-B, ETR-A, QUB-26,
VNTR 1955, VNTR 43 (ERT-C), VNTR 2163b, MIRU 16, VNTR 53, MIRU 31, MIRU 26,
VNTR 42, VNTR 49, MIRU 27, por apresentarem polimorfismo sdo sugeridos para analise de
diversidade genética de cepas de M. bovis no Brasil.

A ndo amplificacdo em alguns loci, mesmo depois de repetidas tentativas pode ter
ocorrido devido mutacdes ou a degradacdo do DNA que impediram o anelamento dos
iniciadores, levando a ndo amplificacdo dessas regides gendmicas. Esses problemas podem
ser elucidados por meio de sequenciamento, que podera mostrar variagdes na sequéncia dos
loci. Nestes casos 0s genotipos ainda podem ser comparados de forma confiavel com base na
caracterizacdo dos demais loci (Supply et al., 2006), principalmente devido a analise de

similaridade tolerar diferenca de até 4 loci em comparagdo com as cepas depositadas.

5. Concluséo

A técnica de MIRU-VNTR com 24 pares de iniciadores permite a identificacdo da
diversidade genética de M. bovis em diferentes areas geogréaficas do Brasil, representada por
superinfeccdo, assim como pelo encontro do mesmo perfil de M. bovis em diferentes

localidades, consequente a movimentagédo indiscriminada de animais doentes. Agrupamentos
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de isolados sdo indicativos de transmissdo recente e isolados de perfil Unico sugerem

reativacdo de infeccdo latente.
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Tabela 1. Perfis genéticos obtidos a partir de anélise MIRU-VNTR de cinquenta e cinco

1
2
3

isolados de Mycobacterium bovis, provenientes de dezenove propriedades de quatro estados

brasileiros. Perfil da cepa referéncia AN5
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Tabela 2: Distribuicdo e diversidade alélica dos loci MIRU-VNTR dos cinquenta e cinco

isolados de Mycobacterium bovis, provenientes de dezenove propriedades de quatro estados

brasileiros e da cepa referéncia AN5

NuUmero de isolados no alelo MIRU-VNTR

Locus o 1 2 3 4 5 6 7 NA Diversidade
alélica
ETRB 2 8 14 11 1 0.7088
ETRA 19 1 5 23 8 0.6818
QUB - 26 1 29 1 15 0.4129
VNTR 1955 1 13 42 0.3721
VNTR 51)3 (ETR y 4o 0.3636
VNTR 2163b a4 2 9 1 0.3435
MIRU 16 10 38 8 0.3176
VNTR 53 5 47 4 0.2695
MIRU 31 2 2 50 1 1 0.1552
MIRU 26 3 53 0.0785
VNTR 42 1 1 54 0.0526
VNTR 49 2 54 0.0519
MIRU 27 1 55 0.0177
MIRU 02 56 20,018
MIRU 04 56 20,018
MIRU 10 56 20,018
MIRU 20 56 20,018
MIRU 23 56 20,018
MIRU 24 56 20,018
MIRU 39 56 20,018
MIRU 40 56 20,018
VNTR 46 56 20,018
VNTR 47 56 20,018
VNTR 52 56 20,018
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Figura. Dendograma obtido por meio do aplicativo MIRU-VNTRplus dos cinquenta e cinco isolados de
Mycobacterium bovis, provenientes de dezenove propriedades de quatro estados brasileiros, além das cepas de
M. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv. As cepas de M. bovis e M. caprae depositadas no aplicativo estdo
destacadas. Observam-se nos isolados analisados 22 perfis genéticos distintos, 13 perfis com mais de um cepa
(agrupamentos) e nove isolados de perfil Unico. As letras mailsculas A a S correspondem as propriedades. As
siglas correspondem aos estados brasileiros (ES - Espirito Santo, MS - Mato Grosso do Sul, RS — Rio Grande do

Sul e PE — Pernambuco)
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Brasil.

RESUMO
Introducéo: Mycobacterium bovis, membro do complexo Mycobacterium tuberculosis, € o
agente da tuberculose bovina, enfermidade endémica, diagnosticada nos diversos estados

brasileiros, por meio de testes tuberculinicos e inspecdo de abate. Técnicas de tipagem
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molecular ajudam a estratificar e refinar dados, fornecendo informacgdes que facilitam as
atividades epidemioldgicas. Neste estudo utilizando a técnica MIRU-VNTR com 24 loci
procurou-se  caracterizar e identificar 0s agrupamentos genéticos de isolados
de Mycobacterium bovis obtidos em um foco de tuberculose bovina.

Materiais, Métodos & Resultados: Dezoito isolados de bacilos alcool-acido resistentes foram
obtidos, a partir do cultivo em meio de Stonebrink, de amostras de tecido de bovinos
reagentes ao teste cervical comparativo. Apos extracdo do DNA, por meio de termolise, as
amostras foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase, para amplificacdo da sequéncia
alvo (RvD1-Rv2031c) que identifica espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis.
Dezoito isolados identificados como espécies do complexo M. tuberculosis foram
genotipados por meio da técnica MIRU-VNTR com 24 pares de iniciadores. O perfil
genético, obtido apds andlise dos fragmentos em gel de agarose, foi utilizado na comparacgéo
do perfil de cada isolado, com cepas depositadas no banco de dados do aplicativo MIRU-
VNTRplus e na geracdo do dendrograma pelo método UPGMA. Na comparacdo do perfil das
18 amostras estudadas, observou-se que a maioria (88,89%) apresentava perfil similar com
cepas de M. bovis depositadas no aplicativo MIRU-VNTRplus. No dendograma foram
observados trés perfis genéticos distintos: o primeiro com 15 isolados, o segundo com dois
isolados e um isolado de perfil Unico. Os iniciadores responsaveis por essa distingdo foram o
MIRU 31, que agrupou dois isolados em um perfil, e ETR A, B e C que discriminou o isolado
de perfil Unico.

Discussdo: A similaridade das cepas em estudo com cepas do aplicativo é sugestiva de
infeccdo exogena, resultante de transmissdo recente e de natureza clonal, tipicas em surtos
epidemioldgicos. A transmissdo recente ndo acarreta variabilidade genética suficiente a ponto
dos isolados serem diferenciados em grupos distintos. Além disso, a similaridade encontrada

na maioria das cepas de M. bovis pode se tratar de perfil tipico da regido. A presenca de
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diferentes gendtipos de M. bovis no mesmo rebanho sugere circulagdo dos animais ou
diferentes fontes de infeccdo intra-rebanho. Dois dos trés perfis genéticos encontrados podem
ser consequéncia da movimentacao ativa entre rebanhos, pois dos 15 isolados pertencentes ao
maior agrupamento, dois eram bovinos adquiridos de outras propriedades ha trés anos.
Embora a entrada de animais na propriedade tivesse sido controlada por meio de teste
tuberculinico, sabe-se que ha bovinos que, mesmo infectados, ndo reagem a tuberculinizacéo
devido a imunossupressdo. O isolado de perfil Unico ndo estabelece vinculo epidemioldgico
com as demais cepas, sugere doenca proveniente de reativacao de uma infeccéo latente. Deve-
se avaliar também se a transmissao do agente infeccioso ocorre entre 0s animais silvestres e
domésticos ou por meio de uma fonte de infeccdo comum a ambos. E essencial recorrer a
abordagens integradas dos dados da epidemiologia convencional com técnicas de
genotipagem para estabelecer ou ndo conexdes epidemioldgicas entre isolados de M. bovis de
diversos mamiferos. A aplicacdo da técnica de epidemiologia molecular MIRU-VNTR em
isolados de M. bovis, obtidos a partir de um foco de tuberculose bovina no estado do RS,
demonstrou que ha diversidade genética entre as cepas em circulacdo, embora exista um
agrupamento predominante.

Descritores: diversidade genética, tuberculose bovina, MIRU-VNTR.

INTRODUCAO
Mycobacterium bovis, membro do complexo Mycobacterium tuberculosis, é o agente
da tuberculose bovina, enfermidade endémica, diagnosticada nos diversos estados brasileiros,
por meio de testes tuberculinicos e inspecdo de abate. Esse agente tem amplo espectro de
patogenicidade para as espécies silvestres e domésticas, principalmente bovinos e bubalinos
[4, 20]. Além dos prejuizos ao comércio nacional e internacional, seu carater zoonético a

caracteriza como um problema de saude publica [31].
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Técnicas de tipagem molecular ajudam a estratificar e refinar dados, fornecendo
informacdes que facilitam as atividades epidemiolodgicas, incluindo a vigilancia de doencas,
investigacOes de surtos, identificando padrbes de transmissdo e fatores de risco entre casos
aparentemente dispares [12], bem como revelar focos provocados por mais de uma cepa [30].

O meétodo de tipagem discriminatorio denominado MIRU (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Unit) é um sistema rapido e reprodutivel, onde ocorre a geracdo de
gendtipos baseados no estudo de loci contendo VNTRs (NUmero Varidvel de RepeticGes em
Sequéncia) do complexo M. tuberculosis [21]. Assim, MIRU-VNTR compara as cepas de
areas geogréaficas diferentes possibilitando o rastreamento da movimentacdo de linhagens.
Este tipo de abordagem permite a analise de grande nimero de cepas e a identificacdo de
focos de contaminacdo dentro da populacdo [15, 19, 20], proporcionando condi¢des para
interrupcao da transmissdo da doenca.

Neste estudo utilizando a técnica MIRU-VNTR com 24 loci procurou-se caracterizar
e identificar os agrupamentos genéticos de isolados de Mycobacterium bovis obtidos em um
foco de tuberculose bovina.

MATERIAIS E METODOS

As amostras foram obtidas de uma propriedade de 200 hectares ao sudeste do estado
do Rio Grande do Sul, Brasil, destinada a pecuaria leiteira, onde eram criados
aproximadamente 200 bovinos da raca Holandesa.

No ano de 2011, 178 bovinos foram submetidos ao teste cervical comparativo (TCC),
seguindo as orienta¢Ges do manual técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicacao
da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) [4]. Trinta e cinco bovinos reagentes ao teste foram levados para
abate sanitario em matadouro frigorifico. Durante o abate, foram colhidas amostras de 6rgéos

para realizacdo do exame bacterioldgico em meio de Stonebrink. Vinte amostras que
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apresentaram isolados caracteristicos de M. bovis foram confirmadas como bacilos alcool-
acido resistentes (BAAR) quando corados pela técnica de Ziehl-Neelsen. O DNA gendmico
dessas amostras foi extraido por meio de termolise [18] e utilizados para amplificacdo das
sequéncias alvo (RvD1-Rv2031c) a partir dos iniciadores JB21 e JB22 [25].

Dezoito amostras identificadas como espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis e a cepa referéncia de M. bovis AN5 foram genotipadas por meio da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com 24 pares de iniciadores [28,29]. Em cada reacdo foram
utilizados 6,4 pl de Go Taq Green Master Mix 1x*, 0,3 pmol de cada iniciador, 100 ng de
DNA e agua livre de nucleases suficiente para o volume final de 18 pl. Amostra de M.
tuberculosis estirpe H37Rv e agua livre de nucleases foram utilizadas como controle positivo
e controle negativo, respectivamente.

A amplificacdo foi realizada em termociclador MJ Mini Personal Thermal Cycler?,
conforme Supply [28]. Os produtos amplificados de tamanhos variaveis foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 3% e solucdo tampdo TBE 1x (89 mM Tris-Borato, 2 mM
EDTA) a uma voltagem de 120 volts, 400 mA durante 300 minutos, em migrac&o paralela ao
padrdo de 100 pares de bases.

Terminada a migracdo o gel foi mergulhado em uma solucdo de TBE 1x e corante
Sybr Gold® na proporcao 1 : 50.000. Depois de 40 minutos de colorago o gel foi colocado no
sistema de fotodocumentacdo Gel Doc XR? e as imagens das bandas capturadas por meio do
software Quantity One?. Depois de corado e fotodocumentado, determinou-se o tamanho dos
fragmentos, em pares de bases, de todas as amostras para cada locus.

A quantidade de alelos foi determinada de acordo com a tabela publicada por Supply
[28] que relaciona o tamanho do fragmento obtido com a quantidade de cdpias de cada alelo.
Baseado na quantidade de alelos, cada amostra recebeu um codigo numérico que foi usado

para descrever seu perfil genético. O teste foi considerado valido quando o resultado do
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controle positivo era correspondente ao obtido por Supply [28]. O perfil genético foi utilizado
na comparacdo do perfil de cada isolado, com cepas depositadas no banco de dados do

aplicativo MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org/MIRU/index). Foi utilizado o

ponto de corte de 0,17 (padrédo do aplicativo), que corresponde a uma tolerancia de até quatro
loci de diferenca, para analisar a similaridade entre a cepa em estudo e as cepas depositadas
no aplicativo.

O perfil genético dos isolados em estudo, M. bovis AN5 e das cepas de M. bovis
1601/01, 4258/00, 53.46/02, 9564/00, 8217/02, 1290/00, 7540/01, M. caprae 8986/99 e M.
tuberculosis H37Rv, depositadas no aplicativo, foi utilizado na geracdo do dendrograma pelo

método UPGMA.

RESULTADOS

O perfil genético de cada isolado obtido a partir de anadlise MIRU-VNTR de um foco
de tuberculose bovina no RS, Brasil pode ser visualizado na Tabela 1.

Na comparacdo do perfil das 18 amostras estudadas observou-se que a maioria
(88,89%) apresenta perfil similar com cepas de M. bovis depositadas no aplicativo MIRU-
VNTRplus.

No dendrograma (Figura 1) observam-se trés perfis genéticos distintos: o primeiro
com 15 isolados, o segundo com dois isolados e um isolado de perfil Unico. Os iniciadores
responsaveis por essa distin¢do foram o MIRU 31, que agrupou dois isolados em um perfil, e
ETR A, B e C que discriminou o isolado de perfil Gnico.

Cinco amostras ndo amplificaram em alguns loci, mesmo depois de repetidas
tentativas, sdo elas: amostras 12, 16 e 17, locus MIRU 16; amostras 10, 11, 15, 16 e 17, locus

QUB - 26 - 4052.
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DISCUSSAO

O estudo da diversidade genética de cepas de M. bovis por meio da técnica MIRU-
VNTR com 24 iniciadores evidenciou trés perfis genéticos, embora a maioria das cepas seja
genotipicamente similar. Essa similaridade é sugestiva de infeccdo exdgena, resultante de
transmissdo recente e de natureza clonal, tipicas em surtos epidemioldgicos. A transmissédo
recente ndo acarreta variabilidade genética suficiente a ponto dos isolados serem
diferenciados em grupos distintos [7, 10, 32]. Além disso, a similaridade encontrada na
maioria das cepas de M. bovis pode se tratar de perfil tipico da regido [23]. O isolado de perfil
unico, ndo estabelece vinculo epidemiolégico com as demais cepas, sugere doenca
proveniente de reativacdo de uma infeccéo latente [10, 13, 32].

A presenca de diferentes genotipos de M. bovis no mesmo rebanho sugere circulacao
dos animais [23] ou diferentes fontes de infeccdo intra-rebanho [26]. Dois dos trés perfis
genéticos encontrados pode ser consequéncia da movimentacao ativa entre rebanhos, pois dos
15 isolados pertencentes ao maior agrupamento, dois eram bovinos adquiridos de outras
propriedades ha trés anos. Embora a entrada de animais na propriedade tivesse sido
controlada por meio de TCC, sabe-se que ha bovinos que, mesmo infectados, ndo reagem a
tuberculinizacdo devido a imunossupresséo [20].

A possibilidade de animais silvestres albergarem cepas de M. bovis comuns as
especies domeésticas, funcionando como potenciais reservatorios responsaveis pela introducao
ou reintroducdo da doenca em exploragdes livres de tuberculose tem sido tema amplamente
debatido em varios paises [6,9]. Zumarraga et al. [33] genotiparam nove isolados de M. bovis
de animais silvestres provenientes da Argentina e observaram que dois dos espoligotipos
eram mais encontrados nos bovinos do Brasil.

Pesquisas em animais silvestres de vida livre no Brasil ndo relataram qualquer

referéncia a presenca de M. bovis, exceto, no Rio Grande do Sul, numa espécie de suino
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selvagem criado em cativeiro, cateto (Tayassu tajacu) [17]. O uso de marcadores
epidemioldgicos, como spoligotyping e MIRU, demonstrou que javalis (Sus scrofa) e bovinos
partilham as mesmas estirpes de M. bovis quando coabitam as mesmas regides [3, 16, 21]. O
javali foi introduzido em criagcdes na Argentina e Uruguai, de onde ingressou no Rio Grande
do Sul e progressivamente avanca [8]. Ja em outros paises como Reino Unido, Nova
Zelandia, Africa do Sul, Irlanda e Australia varios animais silvestres de vida livre, texugo,
cervideos e porcos selvagens sdo considerados reservatorios do referido agente [15].

Deve-se avaliar também se a transmissdo do agente infeccioso ocorre entre 0s
animais silvestres e domésticos ou por meio de uma fonte de infeccio comum a ambos [1]. E
essencial recorrer a abordagens integradas dos dados da epidemiologia convencional com
técnicas de genotipagem para estabelecer ou ndo conexdes epidemioldgicas entre isolados de
M. bovis de diversos mamiferos.

A similaridade encontrada entre as cepas em estudo e aquelas de outros continentes,
depositadas no aplicativo, pode ser explicada pelo fato de que os membros do complexo M.
tuberculosis tém evolucdo clonal [27]. A técnica de MIRU-VNTR além de ser uma
ferramenta util para estudos de agrupamento genéticos pode ser indicada para estudos
filogenéticos das cepas de M. bovis [14]. Para inferir relacdes filogenéticas profundas usando
MIRU-VNTR, pelo menos 24 loci devem ser utilizados para minimizar o erro de homoplasia
[5], além de amostragem representativa.

Em outro estudo utilizando MIRU-VNTR em cepas isoladas de uma propriedade no
estado do Rio de Janeiro, Figueiredo et al. [11] observaram que os loci de MIRU 4, 26 e 40,
bem como ETR (A, B, C) foram capazes de distinguir as cepas estudadas, coincidindo assim
com o resultado do presente estudo, os loci ETR (A, B, C) permitiram discriminar o isolado
de perfil anico. O MIRU 31, responsavel pela discriminacdo do grupo com dois isolados,

também ja foi citado como capaz de distinguir cepas devido a variacdo na quantidade de
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alelos [22] embora esse locus seja considerado como de baixo poder discriminatorio por
outros pesquisadores [11,24].

A ndo amplificacdo em alguns loci, mesmo depois de repetidas tentativas, pode ter
ocorrido devido a mutacdes ou degradacdo do DNA, que impediram o anelamento dos
iniciadores, levando a ndo amplificacdo dessas regifes gendmicas. Esses problemas podem
ser elucidados por meio de sequenciamento, que podera mostrar variacdes na sequéncia dos
loci. Segundo Supply et al. [29], nestes casos 0s gendétipos ainda podem ser comparados de
forma confiavel com base na caracterizacdo dos demais loci, principalmente devido a analise
de similaridade tolerar diferenca de até 4 loci em comparagdo com as cepas depositadas.

O presente estudo oferece a primeira percepcdo sobre agrupamentos genéticos de
isolados de M. bovis em bovinos tuberculosos no Rio Grande do Sul. Esses dados serdo
importantes para tracar as relacBes entre as cepas a medida que estudos adicionais sejam
realizados, e assim contribuir para o entendimento da epidemiologia da tuberculose na regido

e avancar no controle proposto pelo PNCEBT.

CONCLUSAO
A aplicacdo da técnica de epidemiologia molecular MIRU-VNTR em isolados de M.
bovis, obtidos a partir de um foco de tuberculose bovina no estado do RS, demonstrou que ha
diversidade genética entre as cepas em circulacdo, embora exista um agrupamento

predominante.
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Tabela 1. Perfis de Mycobacterium bovis obtidos a partir de anadlise MIRU-VNTR de um

1

foco de tuberculose bovina no RS, Brasil

2
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* bovinos adquiridos de outras propriedades trés anos antes do rebanho ser submetido ao teste cervical
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Figura 1. Dendograma obtido por meio do aplicativo MIRU-VNTRplus dos dezoito
isolados de Mycobacterium bovis, de um foco de tuberculose bovina no RS, além das
cepas de M. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv. As cepas de M. bovis e M. caprae
depositadas no aplicativo estdo destacadas. Observam-se nos isolados analisados trés
perfis genéticos distintos: o primeiro com 15 isolados, 0 segundo com dois isolados e
um isolado de perfil Unico. A sigla RS corresponde ao estado brasileiro do Rio Grande

do Sul

*bovinos adquiridos de outras propriedades trés anos antes do rebanho ser submetido ao teste cervical

comparativo



