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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética de Mycobacterium bovis
da regido Amazodnica do Brasil. Sessenta e trés amostras de tecidos de bovinos e
bubalinos foram obtidas em abatedouros-frigorificos sob Servico de Inspecéo
Veterinaria Estadual nos municipios de Urucara, Presidente Figueiredo, Parintins,
Itacoatiara, Careiro, Careiro da Varzea, Manacapuru, Autazes/Comunidade Novo
Céu, Manicoré e Apui, estado do Amazonas; e dos municipios de Alenquer, Monte
Alegre, Prainha e Obidos, estado do Para. As amostras foram isoladas em meio de
cultivo Stonebrink, e as colénias com morfologia compativel com M. bovis foram
analisadas por PCR convencional, com iniciadores de DNA flanqueando a regido de
diferenciacéo 4 (Region of Difference 4 - RD4). Ap6s confirmacéao, as coldnias de M.
bovis foram analisadas por espoligotipagem. Foram identificadas 44/63 (69,8%)
amostras com crescimento no isolamento micobacteriano compativeis com M. bovis,
das quais 35 (79,5%) foram positivas para M. bovis na PCR. Na técnica de
espoligotipagem, observou-se seis gendtipos distintos (SB0822 n=17, SB0295 n=19,
SB1869 n=5, SB0121 n=2, SB1800 n=1 e SB1608 n=1). Quatro gendtipos (SB0295,
SB0121, SB1800 e SB1869) foram descritos anteriormente em diferentes regides do
Brasil: estado da Paraiba (Nordeste), Sdo Paulo (Sudeste), Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul e Goias (Centro-Oeste) e Rio Grande do Sul (Sul), bem como ja
foram descritos em diversos paises como Argentina, Venezuela, México, Espanha e
Portugal. J& os gendtipos SB0822 e SB1608 nao haviam sido descrito anteriormente
no Brasil demonstrando assim, o polimorfismo existente entre os perfis genéticos de

M. bovis nos animais da regido Amazonica.

Palavras-chaves: Tuberculose bovina, PCR, espoligotipagem, regido Amazénica
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the genetic diversity of Mycobacterium
bovis in the Amazon region of Brazil. Sixty-three samples of bovine and buffalo
tissues were obtained from slaughterhouses under the State Veterinary Inspection
Service in the municipalities of Urucara, Presidente Figueiredo, Parintins,
Itacaratiara, Careiro, Careiro da Varzea, Manacapuru, Autazes/Novo Horizonte
Community, Manicoré and Apui, state of Amazonas; and the municipalities of
Alenquer, Monte Alegre, Prainha and Obidos, state of Para. Samples were grown in
Stonebrink culture medium, and colonies with M. bovis compatible morphology were
analyzed by conventional PCR, with DNA primers flanking the Region of Difference 4
(RD4). After confirmation, the colonies of M. bovis were analyzed by spoligotyping.
44/63 (69.8%) samples with M. bovis compatible mycobacterial growth were
identified, of which 35 (79.5%) were positive for M. bovis in the PCR. In the
spoligotyping technique, six different genotypes were observed (SB0822 n = 16,
SB0295 n = 10, SB1869 n = 5, SB0121 n = 2, SB1800 n = 1 and SB1608 n = 1).
Four genotypes (SB0295, SB0121, SB1800 and SB1869) were previously described
in different regions of Brazil: state of Paraiba (Northeast region), Sao Paulo
(Southeast region), Mato Grosso, Mato Grosso do Sul and Goias (Midwest region),
and Rio Grande do Sul (Southern region), also described in several countries, such
as Argentina, Venezuela, Mexico, Spain and Portugal. Howevwe, the SB0822 and
SB1608 genotype had not previously been described in Brazil, demonstrating the

polymorphism between the genetic profiles of M. bovis in the Amazon region.

Keywords: Bovine tuberculosis, PCR, spoligotyping, Amazon region



1. INTRODUCAO

Mycobacterium bovis € o agente causador da tuberculose bovina (bTB),
doenca cronica, infectocontagiosa, cujos principais hospedeiros sdo os bovinos e
bubalinos, podendo haver a propagacdo da infeccdo para outras espécies de
mamiferos, inclusive humanos e animais silvestres (ETCHECHOURY et al., 2010;
SMITH et al., 2013; ARAUJO et al., 2014).

A bTB é uma importante doenc¢a encontrada no mundo inteiro e persiste tanto
em paises desenvolvidos, quanto em paises em desenvolvimento (CORNER et al.,
2011; BROUGHAN et al., 2013).

Nos paises desenvolvidos, programas de controle e erradicacao eliminaram a
bTB por meio de estratégias de testes e abate de animais infectados (CORNER et
al., 2011). No entanto, a presenca de bTB em hospedeiros silvestres dificulta a
erradicacdo em varias parte do mundo, como em Michigan, nos Estados Unidos da
América (EUA), estado que alcancou o controle da bTB, mas alguns rebanhos
continuam infectados devido ao foco da infeccdo em cervos de cauda branca
(Odocoileus virginianus) (FINE et al., 2011). O mesmo ocorre nas ilhas da Gra-
Bretanha e da Irlanda, que possuem prevaléncia da infeccdo muito maior em
comparacao com outros paises da Europa Continental, devido ao foco da infeccéo
em texugos europeus (Meles meles) dificultarem a erradicacdo da bTB (ALLEN et
al., 2018).

O Brasil, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), possui o segundo maior efetivo de bovinos do mundo, com 218,2 milhdes de
cabecas, atras apenas da india, e também é o segundo maior produtor de carne
bovina, perdendo apenas para os EUA (BRASIL, 2016). Em 2001, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu o Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), modificado
em 2017, com o objetivo de reduzir a prevaléncia e a incidéncia dessas doencas,
visando a erradicacdo e a diminuicdo do impacto negativo causado na saude
humana e animal. No caso da bTB, o PNCEBT determina o abate de todos os
bovinos e bubalinos que apresentarem reagdo positiva ao teste tuberculinico

(diagnostico ante-mortem) e recomenda-se como padrao-ouro o isolamento em meio



de cultura para identificacdo e confirmacéo da infeccéo por M. bovis (diagnéstico
post-mortem) (BRASIL, 2017a).

Em conjunto com os métodos de diagnosticos convencionais, técnicas
moleculares para identificacdo e epidemiologia molecular da infeccdo por M. bovis,
estdo sendo cada vez mais empregadas. A espoligotipagem pode auxiliar o
programa de controle e erradicacdo, por meio da discriminacdo de gendtipos de M.
bovis, possibilitando uma maior oferta de dados epidemiolégicos (CARDOSO et al.,
2009; BIEK et al., 2012).

A espoligotipagem (do inglés spoligotyping ou spacer oligotyping), é uma
técnica de diagndstico utilizada para rastrear focos da infeccdo de M. bovis por meio
de genotipagem molecular, desenvolvida por Kamerbeek et al. (1997), para detectar
simultaneamente e diferenciar geneticamente diversos genétipos isolados de M.
bovis. Essa técnica utiliza um dado locus de repeticdo direta (do inglés, direct repeat
- DR) do DNA micobacteriano como alvo para a amplificacdo de DNA in vitro e
analisa o seu polimorfismo (KAMERBEEK et al., 1997).

A regido Amazodnica do Brasil esta em crescente avanco na pecuaria,
principalmente devido aos baixos custo de terra (CARRERO et al., 2015). O estado
do Amazonas ainda possui um dos menores efetivos de rebanhos da regiao Norte
do Brasil com respectivamente, 3% e 8% de efetivo bovino e bubalino. O estado do
Par4, que possui 43% de efetivo bovino e 57% de efetivo bubalino em relacdo aos
outros estados da regido Norte do Brasil, estd se tornando um dos maiores
produtores de bovinos do pais (CARRERO et al., 2015; BRASIL, 2017b). No
entanto, ha relatos de rebanhos infectados por M. bovis em diversos municipios da
regido Amazodnica (BARBOSA et al., 2014; SILVA et al., 2014; PEREIRA et al.,
2017).

A utilizacdo de analises microbiologicas como o isolamento em cultura de M.
bovis e técnicas moleculares, como a espoligotipagem, baseado em PCR, para um
estudo sobre a epidemiologia da bTB na regido Amazonica do Brasil, bem como nos
estados do Amazonas e do Para, é util por se tratar de dois estados vizinhos que
possuem diferentes tecnificacbes em sua pecuaria, fazem fronteira internacional
com diversos paises em desenvolvimento, estando suscetiveis a movimentagéo de
animais infectados, e pela bTB afetar diretamente a pecuéria nacional, que este
trabalho objetiva detectar M. bovis e analisar o polimorfismo, por meio dos padrées

de espoligotipos existentes na regido Norte do Brasil, a qual conta com



respectivamente 46% e 63% de todo rebanho bovino e bubalino do Brasil
(FERREIRA; FREITAS FILHO, 2008; CORREA, 2011; BRASIL, 2016).

1.1 Caracteristicas gerais de Mycobacterium bovis

Mycobacterium bovis é uma micobactéria Gram-positiva, aerdbica, que
pertence a Classe Actinobacteria, Ordem  Actinomycetales, Familia
Mycobacteriaceae, Género Mycobacterium e faz parte de um grupo de espécies
causadoras de tuberculose, denominado complexo Mycobacterium tuberculosis
(CMT) que causam patologias semelhantes em uma vasta variedade de hospedeiros
mamiferos (SMITH et al., 2006; COOK et al., 2009).

Quando corado, M. bovis apresenta-se morfologicamente como cocobacilo
vermelho ou haste curta de 0,3 a 0,6 um de largura X 1 a 4 ym de comprimento e
quando em esfregaco, mostra-se ligeiramente mais alongado (CORNER, 1994). E
sensivel ao calor, sendo a pasteurizacdo uma forma eficiente para eliminacéo, bem
como o fenol 5%, formaldeido, hipoclorito de sbédio e a radiagcdo ultravioleta
(CAMPOS et al., 2006).

O isolamento em meio de cultura € o método internacional considerado como
padrao-ouro para a confirmacgao post-mortem da bTB. Mesmo em situagcfes de baixa
prevaléncia, o isolamento deve ser feito de todas as lesfes suspeitas para a
confirmacéo da infeccdo e identificacdo do agente, que é realizado com base nos
resultados morfolégicos e caracteristicas de coloracdo visualizados em cultura
(GARRIDO et al., 2015; ABOUKHASSIB et al., 2016).

Mycobacterium bovis necessita de algumas condicbes apropriadas que
podem influenciar no resultado do seu isolamento, como o uso de meio sélido
artificial enriquecido, como o meio Stonebrink, produzido a base de ovos e piruvato
de sodio, e condicdbes adequadas de incubacédo, pois M. bovis apresenta
crescimento lento, necessitando de 24 a 40 dias para que as primeiras colonias se
tornem visiveis. As colbnias caracteristicas de M. bovis sdo pequenas, de coloracdo
amarelo claro, arredondadas, com bordas irregulares e superficie granular
(CORNER, 1994; MARCONDES et al., 2006; ROSARIO et al., 2014).



1.2 Situacao epidemioldgica da tuberculose bovina

A bTB é uma doenca reconhecida mundialmente, uma vez que ja foi descrita
em todos o0s continentes, exceto na Antartica (SMITH et al., 2006; OIE, 2018). E
considerada uma doenca de importancia econémica devido ao efeito negativo sobre
a producédo animal, afeta a produtividade dos animais e impacta tanto a economia,
quanto a saude publica em alguns paises (SMITH et al., 2006; ABOUKHASSIB et
al., 2016).

A prevaléncia da bTB tem sido maior em paises em desenvolvimento, como
em partes da Africa, da Asia e das Américas (OIE, 2018), em comparagio com 0s
paises desenvolvidos, que reduziram ou eliminaram a bTB no gado, mas a infeccéo
ainda persiste na vida silvestre, como no Canada (ANDRIEVSKAIA et al., 2018),
EUA (BRUNING-FANN et al., 2017), llhas Britanicas (ALLEN et al., 2018) e Nova
Zelandia (LIVINGSTONE et al., 2015).

No Brasil, Ferreira Neto et al. (2016) avaliaram os diferentes estudos oficiais
de prevaléncia da bTB, realizados no Brasil, por ocasidao dos 15 anos do PNCEBT.
Verificou-se uma maior prevaléncia da bTB na regido Sudeste do pais, nos estados
de S&o Paulo (ROCHA et al.,, 2012), Minas Gerais (PARREIRAS et al., 2012) e
Espirito Santos (GALVIS et al., 2016), ocorrendo mais em fazendas de gado leiteiro,

principalmente devido a aglomeracao de animais no ato de ordenha (Figura 1).

oTB prevalence of infected herds (%)
000 +1.00
100 -+ 2.00
2 D 400

W 400 -850

Wl 850 1390

Figura 1: Prevaléncia da tuberculose bovina em rebanhos nos estados do Brasil. Fonte:
FERREIRA NETO et al. (2016).



1.2.1 Situacdo epidemiologica da tuberculose bovina na regido

Amazonica brasileira.

A regido Amazobnica do Brasil também conhecida como Amazénia Legal,
ocupa uma area de aproximadamente 5 milhdes de quildbmetros quadrados, o
equivalente a dois tercos do Brasil. Esta presente nos estados brasileiros do
Amazonas, Para, Roraima, Rondbnia, Acre, Amapa, Tocantins, Mato Grosso e
Maranhdo (CARNEIRO FILHO; SOUZA, 2009).

A regido Amazonica por possuir areas de baixo custo, apresentou crescente
avanco na pecuaria, se tornando a principal regido produtora de bovinos do Brasil,
detém da grande parte da carne produzida no pais. No entanto, cerca de 80% de
areas desmatadas na Amazonia, sdo devido a expansado agropecuaria (CARRERO
et al., 2015; BRASIL, 2016).

O estado do Amazonas, o maior estado federativo do Brasil, ocupa uma area
geografica de 1.559.146,876 km2, com 62 municipios incluindo Manaus sua capital,
é limitrofe com os estados do Acre, Roraima, Para, Mato Grosso e Rondo6nia
(BRASIL, 2016). Faz fronteira internacional com a Venezuela, Colémbia e Peru,
paises que ja relataram bTB (DE KANTOR et al., 2008; ZUMARRAGA et al., 2013;
JOJOA-JOJOA et al., 2015).

Em 2016, o estado do Amazonas apresentou efetivo bovino de 1.315.821
cabecas de gado e 75.287 cabecas de bubalinos (BRASIL, 2016), e esta entre os
estados que apresentam menor produtividade na pecudria, tendo como seus
principais fornecedores de bovinos o Para, Rondénia e Mato Grosso (BILLACRES;
NOGUEIRA, 2015), estados relatados com bTB (VENDRAME, 2013; BARBOSA et
al., 2014; CARVALHO et al., 2016). Entretanto, ndo foram encontrados registros
sobre a prevaléncia da bTB especificamente no estado do Amazonas, apenas
estudos demonstrando taxas de incidéncia da TB em humanos (BELO et al., 2013;
GARRIDO et al., 2015).

O estado do Para € o segundo maior estado brasileiro, com area geografica
de 1.247.955,238 kmz, é limitrofe dos estados de Roraima, Amazonas, Mato Grosso,
Tocantins, Maranhdo e Amapa. E composto por 144 municipios e sua Capital Belém.
Faz fronteira internacional com Suriname e Guiana, e em 2016 apresentou efetivo
bovino de 20.476.783 cabecas de gado e 519.586 cabecas de bubalino (BRASIL,



2016). Estudos, como o de Barbosa et al. (2014) relataram prevaléncia de bTB em
4,6% dos bubalinos investigados por meio do diagnostico alérgico-cutaneo com
tuberculina (diagnéstico ante-mortem) no estado do Para. Pereira et al. (2017)
analisaram 5.350 carcacas de bubalinos em dois abatedouros-frigorificos no estado
do Amapa e identificaram M. bovis em 15% na pesquisa de BAAR e 65% no Nested-
PCR. Silva et al. (2014) analisaram carcacas de bovideos abatidos em um
matadouro-frigorifico no Amapa e observam 2,95% de lesdes sugestivas de bTB em
bubalinos, e 9% das carcacas condenadas por lesGes sugestivas foram provenientes

do estado do Para.

1.3 Mecanismo de transmissao da tuberculose bovina

A principal fonte de infecgdo da bTB em um rebanho bovino ou bubalino é o
contato direto com animais infectados por meio da introducdo de novos animais e o
transporte de animais possivelmente infectados e ndo detectados (BARBOSA et al.,
2014; WATERS; PALMER, 2015). H&4 a possibilidade de animais infectados
transmitirem bacilos de M. bovis por meio de secrec¢des vaginais ou sémen, fezes e
urina, contaminando pastagens (ABOUKHASSIB et al., 2016).

Humanos n&o sdo os principais hospedeiros da bTB, mas podem se infectar
por meio da ingestao de leite ou produtos lacteos derivados ndo pasteurizados de
vacas infectadas (SILVA et al.,, 2018a) ou pelo consumo de carne crua ou pouco
cozida de origem animal infectado (OIE, 2015; ABOUKHASSIB et al., 2016), e se
tornarem fontes de infeccdo para outros animais ou mesmo para outros humanos
(ETCHECHOURY et al., 2010).

A principal via de transmissdo das micobactérias para as outras espécies, €
por meio da inalacéo de goticulas contendo bacilos de M. bovis que geralmente séo

expelidos dos pulmdes pela tosse dos infectados (OIE, 2018).
1.4 Patogenia da tuberculose bovina
A infeccdo por M. bovis geralmente é cronica, havendo a formacédo de lesdes

nodulares granulomatosas ndo vasculares, denominados de tubérculos. Sua

formacao tem inicio quando o bacilo é capturado e fagocitado por macréfagos e



células dendriticas, e caso ndo haja a lise dos bacilos, estes se multiplicam dentro
dos macrofagos até destrui-los (ANDREWS et al., 2008; VERMA et al., 2014).

Apés algumas semanas do inicio da infeccdo, os bacilos cessam a sua
multiplicacdo em decorréncia da resposta imune mediada por células e pela reacao
de hipersensibilidade tardia, e com o acumulo de células inflamatdrias inicia-se a
formacao do granuloma (tubérculos) (ANDREWS et al., 2008; ABOUKHASSIB et al.,
2016).

As lesbes macroscopicas geralmente sdo: aumento de volume dos linfonodos
com granulomas formados por exsudato caseoso seco e mineralizado de coloracéo
amarelo-esbranquicado a verde-esbranquicado. Podem também apresentar aspecto
purulento, com capsula fibrosa, com ou sem necrose de caseificacdo no centro da
leséo ou calcificacdo, e granulomas similares no parénquima pulmonar que podem-
se distribuir de forma aleatdria nos pulmbes ou em todos os lobos pulmonares
(ZACHARY; MCGAVIN, 2013).

As lesBes tuberculosas podem ser encontradas em qualquer tecido do animal,
mas ocorrem com mais frequéncia nos pulmdes, figado, baco, linfonodos
traqueobrbquicos, mediastinais, retrofaringeos e brénquicos. As lesdes pulmonares
comumente iniciam-se na juncao bronquiolo-alveolar com propagacdo para outros
tecidos, podendo progredir, estabilizar ou regredir. Seu caminho é determinado com
base na viruléncia da micobactéria, carga infectante e resisténcia do hospedeiro
(ZACHARY; MCGAVIN, 2013; SOUZA et al., 2014; VERMA et al., 2014).

A bTB por ser uma doenca de evolucao lenta, a fase inicial é assintoméatica e
mesmo em estdgios avancados, os sinais clinicos normalmente demoram meses ou
anos para se manifestar (OIE, 2018).

Os sinais clinicos, quando presentes, dependendo da localiza¢do das lesdes,
podem variar entre tosse crénica, aumento acentuado da frequéncia respiratoria,
além de dispneia, alteragcdo na temperatura corpérea, caquexia progressiva,
hiperplasia de linfonodos, mastite, aumento de volume dos linfonodos
supramamarios, infertilidade ou aborto e em alguns casos diarreia (ANDREWS et al.,
2008; VERMA et al., 2014; OIE, 2018).



1.5 Medidas preventivas e controle da tuberculose bovina

Os testes de diagnosticos e 0 abate de animais reagentes sdo normalmente
as medidas empregadas em todo o mundo para o controle da bTB, ja que ndo se
realiza o tratamento devido a caracteristica de cronicidade da doenca e o risco a
saude publica (ANDREWS et al., 2008; WHELAN et al., 2010).

Algumas medidas devem ser realizadas constantemente para evitar a
transmissdo de M. bovis entre animais e humanos, como o monitoramento do
rebanho, controle de transito animal, inspecdo sanitaria sistematica nos
abatedouros-frigorificos, principalmente pelo risco de transmissdo em seus
funcionarios (magarefes) e a pasteurizacao do leite e seus derivados (GATHOGO et
al., 2012; ABOUKHASSIB et al., 2016; OIE, 2018).

Deve-se utilizar instalagdes adequadas nas propriedades, tanto rural quanto
em abatedouros-frigorificos, bem como fazer a higienizacdo e a desinfeccdo
periodicamente do local, com hipoclorito de sédio 5%, fenol 5% ou formaldeido 3%,
além de proporcionar boa ventilacdo e luz solar ao ambiente, para evitar
contaminacao (BRASIL, 2017b).

A erradicacdo da bTB ainda é uma meta dificil de ser alcancada,
principalmente em paises em desenvolvimento, pois envolve diversos recursos,
inclusive financeiros. No entanto, o controle pode ser obtido, por meio de medidas
para evitar a transmissao do agente infeccioso e a participacdo ativa de todos os

envolvidos, como produtores rurais, veterinarios e politicos (VALENTE et al., 2011).

1.6 Diagnostico da tuberculose bovina

O diagnostico da bTB é realizado de forma direta ou indireta. O diagndstico
direto € por meio da deteccdo e a identificagcdo do agente etiologico no material
bioldgico e indireto busca uma resposta imunolégica do hospedeiro frente ao agente
etiologico, utilizando testes alérgicos de tuberculinizacao intradérmica (FIRDESSA et
al., 2012; BRASIL, 2017b).

O diagnéstico alérgico-cutaneo com tuberculina (teste tuberculinico) € o
método celular in vivo indicado pelo PNCEBT. E realizado com extratos antigénicos

proteicos purificados (PPD, do inglés, Purified Protein Derivate), obtidos a partir do



isolamento pelo cultivo de cepas conhecidas de M. bovis (PPD bovino) e de
Mycobacterium avium (PPD aviario) (ANDREWS et al., 2008; JORGE, 2010).

Apoés a realizacdo do teste tuberculinico, o animal sadio ndo apresentara
resposta, ja o animal infectado produzira um edema progressivo no local da
aplicacdo do PPD em no maximo 72 * 6 horas, devido a reacdo de
hipersensibilidade tardia (WHELAN et al., 2010; BRASIL, 2017Db).

Para o diagndstico direto, a Organizacao Mundial para Saude Animal (OIE)
recomenda que o isolamento em meio de cultura seja o método padréo-ouro para a
identificagdo e confirmagédo da infeccdo por M. bovis. Entretanto, o isolamento
necessita de no minimo seis semanas para que haja inicio do crescimento
micobacteriano no meio artificial, devido a caracteristica de crescimento lento, que
requer entre 10 a 12 semanas para a confirmagéao de M. bovis (OIE, 2015; SILVA et
al., 2018b).

Além dos métodos convencionais para o diagnostico da bTB, ha outros que
ddo apoio ao diagndstico final, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
técnica baseada na amplificacdo de um fragmento do DNA que auxilia na deteccéo

direta de diversas doencas em um curto periodo de tempo.

1.6.1 Métodos moleculares para o diagndéstico da tuberculose bovina

1.6.1.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Técnicas de biologia molecular sdo cada vez mais empregadas junto aos
meétodos de diagndsticos diretos convencionais de bTB, sendo mais promissores na
deteccdo direta em amostras clinicas, pois diminui o tempo necessario para a
identificacdo do agente por técnicas mais rapidas, avalia a variabilidade genética da
espécie e geralmente depende apenas da quantidade de DNA para analise
(KONEMAN, 2008; SCHILLER et al., 2011; ABOUKHASSIB et al., 2016).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser utilizada na deteccgéo
direta em tecidos, leite, queijo, dentre outros materiais biolégicos. Rahman et al.
(2015) diagnosticaram bTB baseando-se em PCR, em amostras de leite bovino

(12,33%) e escarro humano (6,67%) e Parra et al. (2008) citam que a PCR pode ser



10

uma ferramenta epidemiologica importante para testes de campo em bovinos e para
programas de vigilancia.

Araujo et al. (2014) relataram que, para a deteccao direta da bTB em tecidos,
a presenca de fibrose e calcificacdo em lesBes sugestivas de tuberculose pode
resultar em pequena concentragdo de DNA de M. bovis ap6és a purificacdo, limitando
a sensibilidade da PCR, e que uma alternativa para melhorar o desempenho é
submeter o DNA a duas etapas de amplificacdo (Nested-PCR) para a deteccao
direta em tecidos.

A PCR € uma técnica in vitro de facil execugéo que possibilita a detecgéo e a
amplificacdo simultdnea de um fragmento especifico do DNA, independente da
espécie do microrganismo. E uma técnica amplamente utilizada para a deteccéo de
agentes patogénicos em estudos moleculares, permitindo assim, avancgos
epidemioldgicos pela caracterizacdo de varios agentes causadores de diversas
enfermidades (ETTER et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007).

A PCR é um método de identificacdo de alta sensibilidade e especificidade,
considerada uma ferramenta padrdo para a epidemiologia, controle e erradicacao de
diversas doencas, além de ser uma alternativa de diagndstico rapido e especifico
para os métodos diretos (KONEMAN, 2008; VERMA et al., 2014).

1.6.1.2 Espoligotipagem (Genotipagem molecular)

A espoligotipagem (do inglés, spoligotyping ou spacer oligotyping), ¢ um
método de genotipagem molecular baseado em PCR, em que ha a amplificacdo do
locus cromossomal de micobactérias. Essa regido cromossomal contém diversas e
pequenas regides de repeticao direta (DR, do inglés, Direct Repeat), cada DRs sé&o
intercaladas com sequéncias de espacadores unico e ndo repetitivos que estédo
presente apenas em bactérias do CMT. Quando as regides DRs, sdo comparadas a
outras cepas isoladas do CMT, observa-se uma sequéncia de espacadores (Figura
2), com deleces e insergbes de DRs (KAMERBEEK et al., 1997).
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Figura 2: Estrutura do locus cromossomal e da regido DR de M. tuberculosis H37Rv e M. bovis
BCG, estas que contém, respectivamente 48 e 41 DRs, intercaladas entre os espacadores de
DNA que ndo sdo repetitivos, mas que variam entre 35 a 41 pares de bases (pb) de
comprimento. Fonte: KAMERBEEK et al., (1997).

Kamerbeek et al. (1997) desenvolveram a espoligotipagem com o objetivo de
fornecer dados sobre a regido DR de cepas do CMT presente em outras espécies, e
utiliza as DRs como alvo para a amplificagdo do DNA in vitro. Com a amplificacédo da
regido DR de uma determinada cepa por PCR, a espoligotipagem detecta a
presenca ou auséncia dos espacadores de sequéncia conhecida (Figura 3). Em
suma, a espoligotipagem é uma técnica que, pela variacdo entre a presenca e
auséncia das sequéncias dos espacadores, fornece diferentes tipos de padrées de
hibridacdo do DNA amplificado (KAMERBEEK et al.,, 1997; SMITH et al., 2006;
RAMOS et al., 2014).
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Figura 3: Padr6es de hibridac&o (espoligotipos) de DNAs micobacterianos amplificados. Fonte:
KAMERBEEK et al., (1997).

A amplificacdo dos espacadores, ocorre devido a utilizagdo de iniciadores na
sequéncia DR. O iniciador a jusante (DRa) é biotinilado (alta afinidade a
estreptavidina) e o iniciador a montante (DRb) é marcado com biotina (KAMERBEEK
et al., 1997).

A hibridacéo do produto da PCR é€ realizada em uma membrana que contém
43 oligonucleotideos que se ligam covalentemente com o0s espacadores das
sequéncias DRs (KAMERBEEK et al., 1997).

A deteccdo dos sinais de hibridacdo podem ser visualizados apos a
membrana ser incubada em estreptavidina peroxidase, enzima que se liga a biotina
durante a PCR, e os sinais de hibridacdo sdo otimizados pelo sistema de deteccéo
de quimiluminescéncia melhorada (ECL), método indireto ndo radioativo
(KAMERBEEK et al., 1997).

A genotipagem molecular por espoligotipagem permite a diferenciacdo de
cepas de M. bovis de outros membros do CMT, e a andlise do polimorfismo entre as
cepas isoladas, auxilia na identificacdo das fontes de infec¢éo e no rastreamento de
focos da doenca. Auxilia em estudos sobre a transmissao da bTB entre espécies e
oferta dados sobre a prevaléncia da bTB (KAMERBEEK et al., 1997; FIGUEIREDO
et al., 2012; RAMOS et al., 2014; GOMES, 2016).

A espoligotipagem € um método de baixo custo, discriminatério e de facil
distincao entre cepas do complexo M. tuberculosis. No banco de dados internacional
da Universidade de Complutense de Madri, Espanha (www.mbovis.org), pode-se
buscar os distintos padrées de espoligotipos existentes no mundo inteiro auxiliando
assim, a busca epidemioldgica de M. bovis (ZUMARRAGA et al., 2013; RAMOS et
al., 2014).

Por se tratar de uma técnica que auxilia no entendimento da epidemiologia
molecular de M. bovis, este estudo objetiva, por meio da espoligotipagem, analisar a
diversidade genética de M. bovis isolados a partir de tecidos de bovinos e bubalinos
abatidos em abatedouros-frigorificos sob Servico de Inspecéo Veterinaria Estadual
(SIE) dos estados do Amazona e do Pard, regido Amazonica do Brasil e comparar
os espoligotipos identificados, com outras regides do Brasil e do mundo.

O trabalho a seguir foi elaborado segundo as normas da revista Veterinary

Research, Qualis A2 na area de Biotecnologia.
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a diversidade genética de cepas de Mycobacterium bovis, isoladas
a partir de tecidos de bovinos e bubalinos com lesédo sugestiva de tuberculose, dos

estados do Amazonas e Para, por meio da técnica de espoligotipagem.

2.2 Objetivos especificos

e Isolar M. bovis a partir de tecidos de bovinos e bubalinos, provenientes de
rebanhos infectados, obtidos em abatedouros-frigorificos sob Servico de
Inspecéo Estadual (SIE) dos estados do Amazonas e Parg;

e confirmar a identidade de M. bovis pela técnica de PCR, a partir dos isolados
no cultivo micobacteriano; e

e caracterizar e analisar a diversidade genética de M. bovis pela técnica de

espoligotipagem.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi isolar Mycobacterium bovis a partir de amostras de tecidos de bovinos e bubalinos
com lesdes sugestivas de tuberculose (LST), oriundos dos estados do Amazonas e Para e analisar a diversidade
genética dos mesmos por espoligotipagem. Foram obtidos tecidos de 57 animais no Amazonas (12 bovinos e 45
bubalinos) e seis do Para (cinco bovinos e um bubalino), provenientes de abatedouros-frigorificos sob Inspecédo
Veterinaria Estadual (SIE) com LST, os quais foram isolados em meio de cultura Stonebrink. As col6nias

obtidas foram analisadas pela técnica de espoligotipagem e os padroes obtidos submetidos a busca de homologia
no website Mbovis.org (http://www.mbovis.org/). Houve crescimento bacteriano em 44 (69,8%) dos tecidos dos
63 animais, dos quais a PCR para RD4 identificou 35/44 (79,5%) como M. bovis. Por meio da espoligotipagem,
foram identificados seis padrfes distintos, dos quais SB0295, SB1869, SB0121, SB1800 ja haviam sido descritos
no Brasil e SB0822 e SB1608 ainda ndo. Coincidentemente o espoligotipo mais frequente neste estudo (SB0822)
ja havia sido descrito em bufalos na Colémbia, pais vizinho do estado do Amazonas. Os outros espoligotipos
identificados também foram descritos em outros paises da América do Sul, como na Argentina e Venezuela e
descritos nos estados brasileiros do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso

do Sul, Mato Grosso e Goids, indicando uma movimentaco ativa de cepas de M. bovis dentro do Brasil.

Palavras-chave: Tuberculose bovina, PCR, espoligotipagem.

INTRODUCAO

A tuberculose bovina é um doenga cronica, infectocontagiosa causada por Mycobacterium bovis,
membro de um grupo denominado Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), que inclui micobactérias
causadoras de tuberculose como M. tuberculosis, M. canettii, M. africanum, M. pinnipedii, M. microti, M.
caprae, M. bovis, M. suricattae, M. mungi e M. orygis [1,2].

A tuberculose bovina acomete preferencialmente bovinos e bubalinos, mas pode ocasionalmente
infectar outras espécies mamiferas, inclusive humanos [3,4]. Pode se disseminar por meio do contato direto com
animais infectados, ocasionando a propagac¢éo da doenca entre regides e rebanhos ou em animais silvestres [5,6],
ou ser transmitida pelo contato indireto por meio de equipamentos, 4gua e alimentos contaminados [7,8].

A bTB é uma doenga reconhecida mundialmente, pois persiste tanto em paises desenvolvidos, quanto
em paises em desenvolvimento [9,10]. No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento

estabeleceu em 2001 e modificou em 2017, o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
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Tuberculose Animal (PNCEBT), com o objetivo de reduzir a prevaléncia e a incidéncia da bTB. O regulamento
determina o abate de todos os bovinos e bubalinos que apresentarem reacéo positiva ao teste tuberculinico
(diagnostico ante-mortem) e como padrdo-ouro, o isolamento em meio de cultura para identificagéo e
confirmacdo de uma infeccéo por M. bovis (diagndstico post-mortem) [11].

Técnicas moleculares estdo sendo cada vez mais utilizadas como apoio aos métodos convencionais,
tanto para a identificacdo e confirmacdo de cepas de M. bovis, quanto para epidemiologia molecular. A
genotipagem molecular por espoligotipagem é uma técnica desenvolvida por Kamerbeek et al. [12] que
discrimina gendtipos de M. bovis por meio da amplificacdo do locus cromossomal de micobactérias, que contém
inimeras regides de repeti¢do direta (DR, do inglés, Direct Repeat). Essas regides DRs, que estdo presente
apenas em bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), sdo intercaladas entre sequéncias de
espacadores ndo repetitivos e apo6s sua amplificacdo por PCR, identifica-se a presenca ou auséncia dos
espacadores. A espoligotipagem, por discriminar genétipos de M. bovis, por meio de padrfes de hibridacdo do
DNA amplificado, pode auxiliar em programas de controle de bTB, fornecendo dados epidemioldgicos entre as
cepas isoladas [12,7,13].

Nesse contexto, este estudo objetiva o isolamento e genotipagem por espoligotipagem de cepas de M.

bovis da regido Amazonica.

METODOS

Obtencdo das amostras

Foram obtidas 63 amostras de tecidos bovinos (n=17) e bubalinos (n=46), com e sem lesdes sugestivas
de tuberculose, provenientes de rebanhos infectados, em abatedouros-frigorificos de Servico de Inspecgao
Veterinaria Estadual (SIE), de dez municipios amazonenses e quatro municipios paraenses (Tabela 1). O rebanho
foi considerado infectado quando apresentou pelo menos um animal com LST no lote abatido. Os animais foram
abatidos com finalidade comercial. Desta forma, ndo houve sacrificio de animais especificamente para este
estudo.

As amostras foram encaminhadas em embalagem plastica estéril contendo apenas o nimero de Guia de
Transito Animal (GTA) e a espécie do animal, porém sem informacdes sobre o tecido, raca, sexo ou idade. As
amostras foram transportados, sob refrigeracdo, em recipiente de isopor com gelo artificial ao Laboratdrio de

Imunologia Animal da Embrapa Gado de Corte, situado em Campo Grande — MS, para posterior analise.
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Preparo e cultivo das amostras

Fragmentos de aproximadamente 2g de cada amostra de tecido foram macerados manualmente com
auxilio de lamina de bisturi em placa de Petri estéril. Os tecidos macerados foram colocados em tubos com
esferas de cerdmica de 1,4mm de didmetro (MagNa Lyse Green Beads -Roche Life Science), sendo adicionado a
cada tudo 1 mL de agua destilada estéril. Os tubos foram homogeneizados em aparelho MagNa Lyser (Roche
Diagnostic GmbH, Germany) com rota¢do de 5.000 rpm por 30 segundos, duas vezes seguidas. Em seguida, 0s
tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 15 min com posterior descontaminacgéo pelo método de Petroff [14].
O material descontaminado foi semeado em tubos contendo meio Stonebrink, com posterior incubacédo a 37°C, e
avaliados semanalmente durante 90 dias, para verificar o crescimento bacteriano. As coldnias com caracteristicas
sugestivas de M. bovis foram submetidas & extragdo de DNA.
Extracdo do DNA

As colbnias bacterianas foram lavadas com 500 pL de tampdo Tris-EDTA (TE) em microtubos e
inativadas em banho seco durante 1h a 87°C, com posterior centrifugacéo a 14.000 rpm por 2min. O sedimento
formado foi descartado e o sobrenadante contendo o DNA micobacteriano foi transferido para novos microtubos
e armazenados a -20°C para analise subsequente.
Identificacdo do agente por PCR

Os DNAs micobacterianos foram submetidos a PCR convencional de acordo com Sales et al. [15],
utilizando 0S iniciadores Mb.400.F (5’AACGCGACGACCTCATATTC3’) e Mb.400.R
(5’AAGGCGAACAGATTCAGCATS3’), que amplificam um fragmento de DNA de 400 pares de bases (pb)
flanqueando a regido de diferenciacdo 4 (Region of Difference 4 -RD4), especifica de M. bovis [15]. Os produtos
da PCR foram corados com Gel Red e submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X e
visualizados em fotodocumentador, sob luz ultravioleta.
Espoligotipagem

A espoligotipagem foi realizada nos isolados de M. bovis, seguindo as instrugdes de Kamerbeek et al.
[12]. A hibridacdo do produto da PCR foi realizada em uma membrana de espoligotipagem com 43
oligonucleotideos de sequéncias espagadoras, conforme as instrucdes do fabricante (Isogen Life Sciences). A
membrana foi incubada com estreptavidina-peroxidase e o0s espagadores foram detectados por
quimioluminescéncia ECL (ECL Detection kit, Amersham Pharmacia Biotech), seguido pela exposicdo de um

filme de raio X a membrana. Os padr@es visualizados no filme de raio X foram comparados aqueles contidos no
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124 Sessenta e trés amostras oriundas de 17 bovinos e 46 bubalinos provenientes de animais com e sem
125 LST, porém dos mesmos rebanhos, foram isolados em meio de cultivo Stonebrink. 44 (69,8%) foram positivos
126 em cultura, destes, 13 (29,5%) eram de bovinos e 31 (70,5%) de bubalinos, demonstrando a alta prevaléncia de
127 tuberculose bovina, principalmente em rebanhos de bubalinos.

128 Na PCR, realizada nos 44 isolados em cultura, detectou-se 35 (79,5%) positivos para M. bovis em

129 quatro bovinos e 27 bubalinos no estado do Amazonas e quatro bovinos do Para. Dos 35 isolados positivos para
130 M. bovis, apenas um isolado de bubalino, proveniente do Amazonas, ndo continha LST. Foi realizado PCR em
131 nove isolados em cultura que apresentaram crescimento inconclusivo por contaminacdo na cultura e detectou-se
132 seis cepas positivas para o complexo M. tuberculosis. O restante dos isolados foram considerados negativos.

133 A espoligotipagem foi realizada nos 35 isolados de M. bovis e seis tipos de espoligotipos foram

134 identificados: SB0822, SB0295, SB1869, SB0121, SB1800 e SB1608 (Tabela 1). Os seis tipos de espoligotipos
135 identificados neste estudo, foram comparados com os padrdes contidos no banco de dados do website

136 (www.mbovis.org).

137 O espoligotipo SB0822 apesar de ser considerado pouco frequente, foi majoritariamente observado
138 neste estudo, presente nos municipios amazonenses de Careiro da Varzea em um bovino, Manacapuru em dois
139 bovinos, Urucard em seis bubalinos e em quatro bubalinos em Autazes/Comunidade Novo Céu, todos os treze
140 animais oriundo do estado do Amazonas continham LST. J& no estado do Pard, foram observados um bovino no
141 municipio de Alenquer e trés no municipio de Prainha, todos com LST. Esse espoligotipo ndo havia sido descrito
142 no Brasil, porém foi descrito na Franca (www.mbovis.org), em bovinos na Espanha [16] e Portugal [17] e em
143 bafalos na Colémbia [18], sugerindo haver uma transmissdo ativa da cepa entre os animais da regido Amazonica
144 e do pais vizinho.

145 Outros espoligotipos considerados pouco frequentes foram observados neste estudo como o SB1869,
146 gue ja havia sido descrito em S&o Paulo por Rocha [19], foi identificado neste estudo em cinco bubalinos
147 (14,3%) no estado do Amazonas, um em Itacoatiara e em quatro em Autazes/Comunidade Novo Céu (Tabela 1).

148 O espoligotipo SB1608, também considerado pouco frequente, foi descrito em animais silvestres em Portugal [6]


http://www.mbovis.org/)
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e ndo havia sido descrito anteriormente no Brasil, porém foi isolado em um bubalino no municipio de Parintins-
AM e SB1800 descrito no Brasil (www.mbovis.org) e identificado em um bovino em Apui - AM (Tabela 1).

O SB0295 foi 0 segundo espoligotipo mais frequente observado neste estudo, em nove bubalinos no
Amazonas, sendo ele majoritariamente encontrado nos isolados do municipio de Parintins e observado em um
dos isolados que ndo continha LST; no municipio de Urucara foi o Gnico espoligotipo distinto encontrado no
rebanho e identificado em cinco bubalinos em Autazes/Comunidade Novo Céu. Este espoligotipo é considerado
0 segundo mais frequente no Brasil [20], descrito no estado da Paraiba [21], Bahia [22], Mato Grosso, Goias
[23], Mato Grosso do Sul, Santa Catarina [24] e no estado de S&o Paulo [19], mas ndo foi descrito e nem
identificado no estado do Para, ja fora do Brasil, foi descrito em bufalos na Argentina [20] e em alpacas (Lama
pacos) [25] e javalis (Sus scrofa) na Espanha [26].

O espoligotipo SB0121 é considerado o mais prevalente em diversos estudos e o mais frequente no
Brasil [20], foi observado em dois (5,7%) bubalinos no municipio de Autazes/Comunidade Novo Céu-AM, bem
como ja havia sido descrito em outros estudos, nos estados da Bahia [22], Paraiba [24], Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul [27], Goias [23], Minas Gerais [24] e Rio Grande do Sul [28]. Fora do Brasil, SB0121 foi descrito
na Coldmbia [18], Argentina, Venezuela [20], México [29], Portugal [6] e Franga [30].

O municipio de Autazes/Comunidade Novo Céu, obteve o maior nimero de isolados estudados, todos
bubalinos com LST, deteve de 42,8% (15/35) dos isolados positivos de M. bovis, dos quais apresentaram quatro
espoligotipos distintos nos animais estudados, SB0295 (n=5), SB0822 (n=4), SB1869 (n=4), SB0121 (n=2),
sugerindo a disseminagdo de gendtipos distintos nessa regiao.

Os espoligotipos SB0822 e SB0295 foram juntos responséveis por 74,3% das cepas isoladas na regido
Amazonica. SB1869, considerado ndo muito frequente, foi o terceiro espoligotipo mais observado neste estudo,
com 14,3% dos isolados e contrério a outros estudos que descrevem o SB0121 como 0 majoritariamente
encontrado, ele compreendeu de apenas 5,7% dos isolados estudados.

A espoligotipagem foi a opcéo de escolha para genotipagem neste estudo, pois apds o crescimento dos
isolados em cultura, essa técnica foi produzida em um curto periodo de tempo, demonstrando rapidez e
facilidade, além de ofertar dados de diversas cepas de M. bovis em larga escala, confirmou o polimorfismo
existente entre cepas da regido Amazonica.

Neste estudo, foi possivel observar uma alta diversidade genética dos isolados de M. bovis na regiao
Amazénica, inclusive com a deteccdo de espoligotipos incomuns no Brasil. Também detectou-se espoligotipo

encontrado na Coldémbia, pais fronteirico com a regido Amazonica, bem como genétipos idénticos nos dois
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estados, Para e Amazonas. Estes fatos sugerem uma possivel disseminagdo de genétipos de M. bovis por

comércio/transporte de bovinos entre regides.
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302 Tabela 1: Distribui¢do dos 35 isolados de M. bovis da regido Amazénica, de acordo com local de origem,

303 espécie, isolamento em meio de cultura, PCR com Mb.400 e padrdo de espoligotipo encontrado.

Amostra Municipio/ Estado Espécie Leséo Cultivo PCR RD4 Espoligotipo
3 Alenquer — PA Bovino + + + SB0822
22 Prainha — PA Bovino + + + SB0822
48 Prainha — PA Bovino + + + SB0822
51 Prainha — PA Bovino + + + SB0822
20 Apui - AM Bovino + + + SB1800
36 Careiro da Véarzea - AM Bovino + + + SB0822
42 Itacoatiara — AM Bubalino + + + SB1869
43 Manacapuru - AM Bovino + + + SB0822
58 Manacapuru - AM Bovino + + + SB0822
5 Parintins — AM Bubalino + + + SB1608
10 Parintins — AM Bubalino + + SB0295
18 Parintins — AM Bubalino + + + SB0295
56 Parintins — AM Bubalino + + + SB0295
25 Urucara - AM Bubalino + + + SB0822
26 Urucara - AM Bubalino + + + SB0822
30 Urucara - AM Bubalino + + + SB0822
47 Urucara - AM Bubalino + + + SB0822
59 Urucara - AM Bubalino + + + SB0822
61 Urucara - AM Bubalino + + + SB0822
41 Urucara - AM Bubalino + + + SB0295
21 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0121
57 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0121
29 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0822
33 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0822
37 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0822
45 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0822
28 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB1869
32 Autazes/CNC — AM Bubalino + + + SB1869
38 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB1869
44 Autazes/CNC-AM Bubalino + + + SB1869
17 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0295
35 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0295
39 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0295
40 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0295
49 Autazes/CNC - AM Bubalino + + + SB0295

304 Legenda: Autazes/CNC — AM: Autazes/Comunidade Novo Céu —Amazonas.



305 Figura 1: Dendrograma baseado nos resultados de spoligotyping dos 35 isolados de M. bovis da regido
306  Amazbnica do Brasil. Cepas Mt H37Rv de M. tuberculosis e Mb BCG de M. bovis foram utilizadas para

307 controles positivos.
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