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RESUMO

Foram isoladas 65 estirpes de Mpycobacterium bovis. de lesdes macroscopicas tipo
tuberculosas provenientes de bovinos abatidos em frigorificos sob SIF de diferentes
municipios do Estado de Minas Gerais e de materiais encaminhados por outras regides
brasileiras e analisadas pelas técnicas moleculares spoligotyping e MIRU-VNTR 12 loci. Perfis
iguais foram obtidos de isolados de diferentes Estados, o que pode ser justificado pelo transito
de bovinos no pais. Constatou-se que o spoligotyping associado as informacdes
epidemiologicas completas € importante para a compreensao da dindmica da tuberculose e
auxiliara o programa de controle da doenca no Brasil. O Spoligotyping e o MIRU-VNTR
resultaram. respectivamente, em 36 e 19 perfis diferentes para os isolados de M. bovis,
demonstrando que os 12 loci do MIRU-VNTR nao apresentaram bom poder discriminatorio. Foi
tambem avaliada a resisténcia dessas estirpes a quimioterapicos. Nenhuma estirpe isolada
apresentou resisténcia aos principais quimioterapicos utilizados no tratamento da tuberculose
humana, dentre eles a isoniazida, empregada no tratamento da tuberculose bovina. Portanto,
os resultados ddo suporte para a escolha da medicacdo em casos de pacientes humanos
infectados com M. bovis, e acrescenta informagao a area da medicina veterinaria quanto a
situacdo da sensibilidade a isoniazida.

Palavras chave: Mycobacterium bovis. spoligotyping, MIRU-VNTR
ABSTRACT

Sixty five strains of Mycobacterium bovis were isolated from macroscopic lesions typical of
tuberculosis from cattle slaughtered in slaughter house under SIF from different regions of
Minas Gerais and other regions of Brazil and analyzed by the molecular techniques
spoligotyping e MIRU-VNTR 12 Joci. Same profiles were found in isolates from different regions
of Brazil, what can be justified by the transit of the cattle in the country. Spoligotyping
associated to complete epidemiologic information demonstrated to be important for the
comprehension of the tuberculosis course and will collaborate with the control campaign of
tuberculosis in Brazil. Spoligotyping and MIRU-VNTR analyses gave, respectively, 36 and 19
different profiles for M. bovis isolates, indicating that the 12 MIRU-VNTR Joci were not good
discriminators. The strain resistance to chemiotherapeutic agents was also studied. None of the
isolated strains presented resistance to the main chemiotherapeutic agents applied for human
tuberculosis treatment, among them the isoniazid, used for cattle tuberculosis treatment.
Therefore, the results support the medication choice in the case of human patients infected by

M. bovis, and add information to the veterinary field regarding the situation of isoniazid
sensitivity.

Key words: Mycobacterium bovis, spoligotyping, MIRU-VNTR
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1. INTRODUGAO

A tuberculose & uma das mais graves e
antigas doengas conhecidas. Achados de
lesbes em ossos de homens pre-historicos
na Alemanha sugerem a existéncia da
tuberculose desde 8000 a.C. e acredita-se
que 0s primeiros casos tenham sido por
Mycobacterium bovis

A identificacdo do bacilo da tuberculose por
Robert Koch em 1882 deu inicio ao
desenvolvimento de inumeras medidas de
combate a doenca com a utilizacdo de
drogas antimicrobianas e de campanhas de
controle fazendo com que nas decadas de
60 e 70 do seculo passado esta
enfermidade no homem fosse considerada
como totalmente controlada. na maioria dos
paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Entretanto, esse quadro
reverteu-se, a medida que conjunturas
mundiais socio-econdémicas levaram ao
declinio de investimentos em programas de
controle da doenca, migracoes
descontroladas para os grandes centros
urbanos, formando wuma periferia em
precarias condicOes sanitarias, alem do
aumento da pobreza no mundo, da
Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida-
AIDS e do surgimento de resisténcia a
drogas antimicrobianas.

Dentre as micobactérias tuberculosas,
destaca-se M. bovis como zoonose de
reconhecida importancia, causando
tuberculose em bovideos e suinos
domesticos e selvagens, homem, outros
primatas e carnivoros, incluindo caes e
gatos. No homem a doenca é
indiferenciavel da causada pelo M.
tuberculosis e € tratada da mesma forma.
Sua prevaléncia nos bovinos € maior nos
paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento e menor nos paises
desenvolvidos, onde se encontra em fase
avancada de controle e/ou erradicacgao,
porém, muitos aspectos epidemiologicos
mantém-se desconhecidos.

No Brasil ndo havia um programa de

controle ou erradicacao da tuberculose
bovina. Esta atividade estava inserida em

10

um programa genérico, denominado
Programa de Controle das Doencas
Animais, desenvolvido pelo Ministério da
Agricultura e Secretarias Estaduais de
Agricultura. A legislacao previa o sacrificio
de animais positivos a tuberculinizacdo com
a indenizacao dos pecuaristas em um
quarto do valor do animal sacrificado
(Brasil, 1934, 1943). Entretanto, essas
medidas foram economicamente inviaveis.

Dados de notificagbes  oficiais de
tuberculose bovina indicaram uma
prevaléncia media nacional de 1.3% de
animais infectados, no periodo de 1989 a
1998. Um levantamento utilizando a
tuberculinizacdo realizado em 1999, no
Triangulo Mineiro e nas regides do Centro e
Sul de Minas Gerais, envolvendo
aproximadamente 1600 propriedades e
23000 animais, estimou a prevaléncia de
animais infectados em 0,8% (Belchior,
2001). No mesmo estudo foram detectados
5% de propriedades com animais
reagentes, sendo importante destacar que
este valor subiu para 15%, no universo de
propriedades produtoras de leite com algum
grau de mecanizacdao da ordenha e de
tecnificacdo da producdo. O controle da
doenca apresentava-se dificil, cujas normas
e procedimentos sO agora passam a estar
requlamentados no pais, atraves do
Programa Nacional de Controle e
Erradicacao da Brucelose e da Tuberculose
(PNCEBT) do Ministéerio da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
(BRASIL, 2001).

A deteccdo de lesdes sugestivas de
tuberculose, durante a inspec¢do sanitaria
post-mortem de animais provenientes de
estabelecimento de criacdo monitorado para
esta doenca, implica no envio de amostras
de lesbes suspeitas a laboratério oficial.
Segundo o PNCEBT para o diagnostico da
tuberculose, todos os animais com idade
igual ou superior a seis semanas devem ser
submetidos a teste de diagnostico indireto
da tuberculose, a ser realizado pelo médico
veterinario credenciado. Para os animais
considerados reagentes, estes deverao ser
isolados de todo o rebanho e sacrificados




no prazo maximo de trinta dias apos o
diagnaostico.

O principio basico para o controle da
tuberculose, como em qualquer processo de
controle de epidemias, € interromper a
cadeia de transmisséo, atuando
objetivamente nos “elos” que formam essa
corrente, ou seja, detectando precocemente
0s casos, tratando-os adequadamente e,
oportunamente, investigando seus contatos,
a fim de prevenir a disseminacdo da
doenca. Métodos moleculares sao
ferramentas utilizadas para alcancar esses
objetivos.

Os metodos moleculares spoligotyping € o
MIRU-VNTR (“mycobacterial interespersed
repetitive units — variable number of tandem
repeats”), este ultimo, relativamente novo,
surgiram como meétodos rapidos e podem
oferecer um amplo campo de estudo e uma
melhor compreensao da biologia molecular,
epidemiologia molecular e reconstrucido
filogenética do M. bovis (Kwara et al.,
2003). Na medicina humana, a construcao
de bancos de dados com perfis de
spoligotyping provenientes de diferentes
regioes do mundo, principalmente nos
Estados Unidos da América e Europa,
permitiu a possibilidade de se estabelecer
especificidades geograficas para alguns
padroes de spoligotyping, e estes, por sua
vez podem ser utilizados na elaboracado de
potenciais relacoes filogenéticas entre as
estirpes de M. tuberculosis (Sola et al.,
2001). Tipagem de estirpes utilizando-se
sequéncias  repetitivas, tipo VNTR,
presentes em espéecies do complexo M.
tuberculosis, pode diferenciar estirpes com

o potencial de também ser utilizada para
estudos filogenéticos

A epidemiologia molecular da tuberculose
humana no Brasil tem contribuido para
melhorar a compreensdo dos fatores de
risco associados a transmissdo da doenca
assim como tem possibilitado a
monitorizagdo do impacto dos programas de
controle da tuberculose em hospitais e na
comunidade. Da mesma forma, na Medicina
Veterinaria, este trabalho sera auxiliar ao
PNCEBT e contribuira com o LARA-MG,
referéncia em tuberculose animal no pais,

no que se refere ao estabelecimento da
epidemiologia dos perfis moleculares de M.
bovis no Brasil.

A determinacdo da resisténcia bacilar aos
quimioterapicos tem significado um grande
avanco no conhecimento da biologia do
Mycobacterium e no controle da terapia
antituberculosa no homem.

Embora a legislacdo sanitaria animal
brasileira nao esteja prevendo a utilizacao
do tratamento no controle da tuberculose
bovina (Brasil, 1934) esta foi empregada
como uma alternativa aos programas
classicos de controle que se baseava no
sacrificio dos animais. Houve uma difusdo
indiscriminada na utilizacdo do tratamento
com isoniazida no controle da tuberculose
bovina em nosso meio, podendo ter surgido
estirpes resistentes as drogas.

Ha relatos de casos de infeccao no homem
por M. bovis, principalmente em populacdes
de risco, Qrupos ocupacionais como
tratadores de animais e agentes de
inspecdo, os primeiros observados na
Argentina na cidade de Santa Fé, principal
bacia leiteira da regidao (Fisanotti et al.,
1998). Segundo a Organizacdao Mundial da
Saude (1993) suspeita-se que M. bovis seja
responsavel por 4000 dos 80000 casos de
tuberculose humana, por ano, no Brasil.
Assim torna-se importante estudar a
realidade da susceptibilidade do M. bovis as
principais drogas empregadas no
tratamento da tuberculose humana.

Este trabalho teve como objetivo determinar
a distribuicdo espacial da tuberculose
causada por M. bovis pelo isolamento e
tipificacdo molecular; avaliar a sensibilidade
do M. bovis as principais drogas para
tratamento da tuberculose  humana;
estabelecer uma relacao filogenética e
biogeografica das estirpes de M. bovis
isoladas em Minas Gerais e outras regides
brasileiras por técnicas moleculares; avaliar
a viabilidade  do MIRU-VNTR e
spoligotyping para tipificar estirpes de M.
bovis e comparar lesdo de frigorifico com
resultado obtido de cultivo.
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2. LITERATURA CONSULTADA

As micobactérias sdo bacilos alcool acidos
resistente (BAAR), aerobios, imodveis e
pleomaorficos, medindo de 0.2 a 0,6 por 1,0
a 10um. As colonias podem ser
pigmentadas, com coloracdo variando do
rosa ao laranja, ou ndo pigmentadas. A
temperatura de crescimento varia de acordo
com a espécie, como no caso do M.
marinum, 25 a 32°C ou M. avium, 32 a 43°C
(Wayne e Kubica, 1986).

A propriedade de alcool acido resisténcia é
devido a constituicdo da parede celular, que
contém acido micélico de cadeia longa, com
60 a 90 atomos de carbono, sendo esta
caracteristica importante para 0
reconhecimento das micobactérias (Wayne
e Kubica, 1986; Grange, 1996) e a provavel
responsavel pela relativa resisténcia a
agentes desinfetantes e descontaminantes
(Meirelles Neto, 1982).

O género Mpycobacterium constitui-se de
mais de 100 espécies conhecidas. Segundo
Roberts et al. (1991), cerca de 25 destas
estdo associadas a doencas no homem,
podendo ser classificadas em espécies
patogénicas obrigatérias, facultativas e
potencialmente patogénicas (Baron et al.,
1994). Em animais domeésticos e silvestres
existem mais de 20 espécies patogénicas,
dentre elas, M. bovis, M. avium, M.
intracellulare e M. fortuitum (Hines et al.,
1995).

M. bovis possui crescimento lento, variando
entre trés a oito semanas, a 37°C. Em
primeiro isolamento ndo cresce muito bem,
em meio contendo gliceral, utilizando com
melhor eficiéncia o piruvato como fonte de
carbono. Bastonetes curtos a
moderadamente longos podem ser vistos
por meio de coloracdo Ziehl Neelsen. No
cultivo forma colénias brancas, pequenas,
com bordas irregulares e superficie granular
(Bacteriologia, 1988).

Algumas micobactérias, como o complexo
M. avium-intracelullare-scrofulaceum e M.
fortuitum, podem dar origem a lesdes
semelhantes ao complexo M. tuberculosis.

12

Essas micobactérias receberam a
denominacdo conjunta de “atipicas’.
Atualmente, reconhecendo-se que essas
micobactérias ndo sdo atipicas, mas sim
pertencentes a um grupo reconhecido de
especies, 0 termo micobactérias nao
tuberculosas ou micobactérias outras que a
tuberculose  (MOTT) €  considerado
adequado (Roberts et al., 1991; Nolte e
Metchock, 1995).

M. avium e M. intracellulare séao
encontrados na agua, solo e outras fontes
ambientais. Eram considerados de baixa
patogenicidade e, até pouco tempo,
colonizadores que raramente causavam
doenca. Entretanto, nestas ultimas duas
décadas, um grande numero de casos
foram registrados e somente M. tuberculosis
tem ocorrido com maior freqiuéncia que M.
avium no homem (Falkinham, 1996).

A importancia das micobactérias nao
tuberculosas em veterinaria se deve
principalmente as perdas econdémicas por
condenacao de carcagas de suinos nos
matadouros (Balian, 1995), sensibilizacdo
de bovideos a prova tuberculinica e ao risco
de transmissdao para o homem (Acha e
Szyfres, 1986).

Para isolamento do M. bovis, Corner e
Nicolacopoulos (1988) e Grange (1996)
analisaram os melhores meios de cultura
para isolamento primario e sugeriram a
utilizacao dos meios de cultura Lowenstein-
Jensen (LJ) com piruvato de sodio.
Stonebrink e Middlebrook 7H11 modificado.
Pela incorporacao de drogas a estes meios
de cultura pode-se diferenciar micobactérias
quanto a estirpes, espeécies, caracteristicas
metabdlicas e mesmo resisténcia a
antibioticoterapia. A cultura bacteriologica
ainda € considerada como padrédo-ouro e
teste definitivo para a confirmacédo do
diagnostico de tuberculose. Para provas de
sensibilidade a antibioticos recomenda-se
utilizar o meio de cultivo Stonebrink com
glutamato, sem piruvato, pois este udltimo
interfere na atividade dos quimioterapicos
(Bacteriologia, 1988).

A baciloscopia direta € o método mais
rapido e barato para diagnostico de




micobacteriose no homem permitindo
identificar a caracteristica alcool Aacido
resistente da micobactéria pela coloracao
de Ziehl-Neelsen, mas nao permite
identificacdo de espécies ou mesmo
género. Apresenta varios inconvenientes
para utilizacdo em animais, principalmente
pela dificuldade em obter amostras de
expectoracdo confiaveis, que deverado
conter acima de 10" microorganismos por
mL (Sepkowitz et al., 1995). No homem,
acredita-se gue o numero de casos de

pacientes contaminados com M. bovis
esteja subestimado (Zumarraga et al.,
1999), pois neles raramente faz-se

isolamento utilizando o meio de cultura
Stonebrink para pesquisa de M. bovis.

De aproximadamente 300 milhdes de
animais que constituem a populacio bovina
na America Latina e Caribe, apenas 80
milhdes sao encontrados em paises nos
quais as taxas de infeccdo por M. bovis sdo
baixas ou nulas (Kantor e Ritaco, 1994:
Creilly e Daborn, 1995).

Os remanescentes 220 milhdes séo
encontrados em paises com moderada ou
alta prevaléncia, ou onde informacdes
recentes ndo sao disponiveis. As maiores
taxas de infeccdo sdo encontradas nas
regides produtoras de leite, localizadas nos
arredores das grandes cidades da Ameérica
do Sul (Kantor e Ritaco, 1994; Oreilly e
Daborn, 1995).

Um estudo mais amplo demonstrou que nos
Estados Unidos, no periodo de 1950 a 1990,
houve uma queda na prevaléncia de
bovinos infectados por M. bovis de 4.9%
para 0,08%, enquanto no México em 1989,
a doenca foi diagnosticada em 11,3% das
vacas e em 0,05% dos bovinos de corte,
cuja came é destinada ao consumo
(Dankner et al., 1993). De 1982 a 1991, o
numero de bovinos importados do México
aumentou de 329.000 para cerca de 1,2
milhdes. Durante o mesmo periodo 0s
bovinos mexicanos foram responsabilizados
por 55 a 77% de todos os casos de
tuberculose  bovina confirmada  nos
rebanhos americanos, fato confirmado por
Suazo et al. (2002) que descreve a
disseminacdo da doenca através da
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movimentacdo de animais doentes e
também relata a pressdo de paises de
primeiro mundo quanto ao controle e
erradicacdo da tuberculose animal como
possivel fonte de barreira comercial
(Dankner et al., 1993).

No Paraguai, a prevaléncia da infeccdo por
M. bovis, por rebanho bovino, nas bacias
leiteiras de Asuncion, Alto Parana e
Encarnacion, era em 1975-76, de 57%, 29%
e 44%, respectivamente. No periodo de
1981 a 1990, no pais como um todo, a
porcentagem de rebanhos infectados
diminuiu de 9,8% para 1,3% (Kantor e
Ritaco, 1994).

Argentina e Brasil, com uma populacido
bovina de 51 milhdes e 170 milhdes
respectivamente, devem abrigar juntos, 3.5
milhdes bovinos infectados por M. bovis
(Kantor e Ritaco, 1994; Oreilly e Daborn,
1995). Na Argentina, a perda na producéo
de leite de vacas tuberculosas gira em torno
de 18%, como resultado de um atraso na
primeira lactacdo e da diminuicdo no
numero e duragdo das lactacdes (Kantor e
Ritaco, 1994).

Ainda hoje, apesar da pasteurizacéo do leite
e abate de Dbovinos reagentes a
tuberculinizagdo, um dos problemas que
ocorrem em varias regides do Brasil € o
abate clandestino, que é dificil de estimar.
Ha produtores de bovinos de leite, com
altos indices de condenacio por tuberculose
gue enviam seus animais para serem
abatidos em locais sem controle sanitario.
Além disso, € bastante fregiiente que
bovino de leite e 0 de corte de peguenas
propriedades, também sejam abatidos
clandestinamente (Andrade et al. 1991).
Dados oficiais fornecidos pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento, para
o ano de 2002, mostram que apenas 8%
dos animais reagentes ao teste alérgico sao
enviados para abate em frigorificos sob
inspecao, 0s demais permanecem
circulando no pais.

Dados concretos sobre a prevaléncia da
tuberculose humana causada pelo M. bovis
no Brasil sdo desconhecidos. Em Sao
Paulo, no periodo de setembro de 1970 a
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outubro de 1973, 200 estirpes de
micobactérias foram isoladas de diferentes
casos humanos, com diagnastico clinico de
tuberculose, sendo que sete (3,5%) estirpes
de M. bovis foram encontradas. A
tuberculose pulmonar foi responsavel por
cinco (2,5%) casos e a tuberculose renal,
por dois (1,0%) (Corréa e Corréa, 1974).

Atualmente, a tuberculose humana por M.
bovis tem uma prevaléncia de cerca de
0,1% na Franca, sendo que em outros
paises industrializados este quadro varia de
0.1% a 1.4% e atingindo, aproximadamente,
5% no Reino Unido. Taxas maiores tém
sido registradas em paises em
desenvolvimento e em imigrantes
provenientes da América Latina, nos
Estados Unidos (Bouvet et al., 1993). Nos
paises onde a tuberculose em bovinos tem
sido comum, cerca de 10% dos casos de
tuberculose clinica em humanos sao
causadas pela infeccdo por M. bovis (Oreilly
e Daborn, 1995). A Organizacdo Mundial de
Saude, estima que no Brasil, a taxa de
infeccdo humana por M. bovis seja de 5%.

Em uma populacdo bacteriana numerosa,
havera

sempre germes naturalmente
resistentes as diferentes drogas
antituberculosas. A esta condicao,

geneticamente determinada e independente
de uma exposicado previa a droga, da-se o
nome de resisténcia natural (Bacteriologia,
1979: David et al., 1994; Kantor e Lesslie,
1974; Manual, 1994; Rosemberg et al..
1990). Assim, por exemplo, numa populacdo
de um bilhdao de bacilos havera cerca de 10
mil bacilos naturalmente resistentes a
isoniazida (Manual, 1994).

A utilizacdo incorreta das drogas ou a
utilizacao de apenas uma droga
(monoterapia) € responsavel pela selecédo e
multiplicacdo de germes resistentes a essa
mesma droga, fato a que se da o nome de
resisténcia adquirida (Bacteriologia, 1979;
David et al., 1994; Manual 1994; Raviglione
et al., 1995; Rosemberg et al., 1990). Como
0 tratamento € longo e a populacdo
bacteriana elevada, as células mutantes
resistentes podem se multiplicar e se tornar
a maioria (David et al., 1994; Manual,
1994).
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Para evitar surgimento de resisténcia
bacteriana adquirida no inicio do
tratamento, no homem deve-se empregar,
associadamente, mais de uma droga. Por
exemplo, isoniazida, rifampicina, etambutol
e estreptomicina cuja associacao e
considerada capaz de impedir a selecao de
mutantes resistentes. Na fase inicial do
tratamento, uma cavidade tuberculosa com
2cm de didmetro pode albergar ate 10
bilhndes de bacilos. Assim, por exemplo,
nessa populacdo bacteriana existirdo
10.000 germes naturalmente resistentes a
isoniazida e outros tantos naturalmente
resistentes a estreptomicina. Com a
associacao dessas duas drogas, no inicio de
tratamento, a isoniazida ira destruir os
mutantes geneticamente resistentes a
estreptomicina, mas a ela sensiveis. Em
contrapartida, os mutantes geneticamente
resistentes a isoniazida serdo destruidos
pela estreptomicina. Assim, evitar-se-a o
aparecimento da resisténcia adquirida
(Manual, 1994).

Até 1944, varias drogas foram testadas no
tratamento da tuberculose, sem sucesso.
Em 1944, \Waksman, pela primeira vez,
empregou a estreptomicina no tratamento
da tuberculose, mudando o curso da
doenca, apesar de té-la descoberto em
1940 (Manual, 1994; Paula,1988). Depois
disso, gradualmente, novas drogas foram
incorporadas ao arsenal terapéutico; em
1947, o acido para-aminosalicilico; em
1950, a isoniazida e, em 1969, a rifampicina

(Festenstein e Grange, .1991; Manual.
1994).

De maneira genérica, as drogas
antituberculosas interferem no sistema

enzimatico do bacilo ou blogueiam a sintese
de algum metabdlito essencial para o seu
crescimento. Assim, por exemplo, a
isoniazida intervém no metabolismo de
lipideos do germe e interfere na
composicdo de certos acidos aminados,
necessarios ao equilibrio das proteinas,
dificultando a formacdao de DNA e RNA; a
estreptomicina interfere na sintese de
proteinas da membrana externa microbiana
e penetra nos ribossomos, ocupando o lugar
das poliaminas que, em decorréncia, nao
podem ligar-se ao RNA mensageiro; a
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rifampicina inibe a atividade da enzima
RNA polimerase, se unido a esta, formando
um composto solido, estavel e insolavel,

impedindo sua sintese (Rosemberg et al.,
1990).

Por isso, a agdo das drogas sO € exercida
se o0s bacilos estdo ativos em multiplicacao.
Se o0s germes estdo “hibernando”, em
estado quiescente, sem se mulitiplicar e,
portanto, sem atividade metabdlica, as
drogas ndo tém como agir. A isoniazida tem
o0 maior poder bactericida, pois ela sozinha
pode destruir 90% da populacdo bacilar nas
lesbes. Ela é seguida pela rifampicina e
etambutol, ficando por ultimo, com acao
fraca, a estreptomicina, a pirazinamida e a
etionamida, esta com caracteristicas mais

bacteriostaticas. Para todas as drogas, a
atividade

bactericida aumenta
consideravelmente se associada a
isoniazida (Rosemberg et al., 1980). A

rifampicina e a pirazinamida s3o o0s
farmacos dotados da mais importante acao
esterilizante, devido a sua aptidao de
destruir os bacilos “dormentes” que
sobrevivem a acao bactericida da isoniazida
e que sao responsaveis pelas recaidas apos
o tratamento (Rosemberg et al., 1990).

A interrupcdo precoce do tratamento
possibilita a multiplicacdo das micobactérias
que se encontram em estado de
semilaténcia, causando a recidiva da
tuberculose. O bacilo, escapando as acdes
da droga, pode permanecer no interior do
macrofago ou do material caseoso em
estado de laténcia ou de atividade
metabdlica extremamente reduzida. Esta
persisténcia bacteriana explica a reativacgao
de um foco tuberculoso, apos o tratamento
em paciente até entdo considerado como

curado (Manual, 1994; Rosemberg et al.,
1990).

Alguns autores consideram a quimioterapia
impraticavel em animais por causa do
tempo de duracdo e alto custo do
tratamento, a freqliente recorréncia da
doenca quando o tratamento € interrompido
e a possibilidade de desenvolvimento de
estirpes multidroga-resistente (MDR) de M.
bovis (Flamand, et al., 1994; Oreilly e
Daborn, 1995; Pritchard, 1988). Para alguns

autores, so € justificado o tratamento de
animais raros ou de grande valor genético
(Greth et al., 1994).

Pesquisadores estudam a viabilidade de
que a isoniazida seja usada para tratar
bovinos tuberculoso, por causa de sua alta
especificidade, baixa toxidade e baixo
preco, em paises que ndo podem adotar o
abate dos reatores e indenizacdo dos
proprietarios (Langenegger et al., 1991
Oreilly e Daborn, 1995).

No Brasil o tratamento da tuberculose
bovina iniciou-se com trabalhos de Penha et
al. (1963), tratando bovinos reagentes a
tuberculina. Dezesseis bovinos receberam
isoniazida administrada por via subcutanea,
diariamente. O periodo deste tratamento foi
variavel sendo suspenso logo que a
tuberculinizacdo dos animais apresentava-
se negativa. Sorensen et al. (1993),
trataram com isoniazida 331 bovinos no
Estado de Sao Paulo, onde 32% eram
reagentes ao teste alérgico. Apos seis
meses do inicio do tratamento, os animais
tornaram-se negativos ao teste alergico.
Langenegger et al. (1981) aplicaram o
tratamento da tuberculose bovina em
rebanho altamente infectado, obtendo
eficiéncia terapéutica de 93,28%, certificada

através da dessensibilizacdo alérgica
durante dois anos e quatro meses.
Recentemente, Mota (2003) tratou

experimentalmente um grupo de 240
bovinos de um rebanho naturalmente
infectado pelo M. bovis. No inicio do
tratamento, 36,6% dos animais foram
reagentes positivos e 2,9% inconclusivos. A
cura de 98,95% dos animais tratados foi
verificada por meio da dessensibilizacao
alérgica realizada pela tuberculinizacao e
de apenas um animal que ndo apresentou
cura isolou-se M. bovis que submetido a
prova de sensibilidade a isoniazida
apresentou-se  sensivel ao respectivo
quimioterapico.

O complexo M. tuberculosis € formado por
quatro espécies relacionadas, sendo elas,
M. africanum, M. bovis, M. microti e M.
tuberculosis. Estas especies compartilham
85 a 100% de identidade em DNA,
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possuindo sequéncias altamente
conservadas, mas diferindo nos seus
hospedeiros, assim como na sua
distribuicdo  geografica e na sua
patogenicidade. A distincdo entre as
espécies deste grupo tem sido conseguida
através da analise de seqiéncias de DNA
repetitivas  [spoligotyping (‘DR  direct
repeat”), VNTR (“variable number of tandem
repeats”) loci como os MIRU-VNTR-/oci
(“mycobacterial interespersed repetitive
units”)] (Sola et al., 2003).

A utilizacdo das técnicas moleculares na
epidemiologia da tuberculose bovina podem
fornecer subsidios aos programas de
controle e erradicacdo da doenca, também
em paises que possuem reservatorios
silvestres do M. bovis (Clifton Hadley,
1996).

Surtos epidémicos de tuberculose causados
por mais de um tipo de M. bovis, sugerem
multiplas fontes de infeccdo, possivelmente
por causa da compra de animais infectados
de outras propriedades, ou infecgao
simultdnea de rebanhos vizinhos, ou
reservatorios selvagens. A  frequente
movimentacao de animais entre fazendas,
em uma pequena regido geografica. é
comum na Irlanda do Norte e a transmissao
inter-bovinos é reconhecida como altamente
significante na manutencdo da doenca na
populagédo bovina. Por isso, a tipificagdo de
estirpes de M. bovis pela técnica do
spoligotyping, em conjuncdo com o registro
e observacao dos movimentos dos bovinos
entre as propriedades, poderdao ser
extremamente uteis em elucidar a
epidemiologia da tuberculose bovina em
diferentes paises (Skuce et al., 1994).
Zumarraga et al. (1999) analisando perfis de
M. bovis na América do Sul, utilizando o
spoligotyping para tipificagdo, relataram a
ampla distribuicdo dos mesmos em
diferentes paises. Tal situacdo ocorre
principalmente devido a intensa
movimentacdo de animais, através da
comercializacdo dos mesmos, entre os
paises daquele continente.

Um dos maiores retrocessos no estudo
epidemiolégico da propagacgao da infecgac
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por M. bovis entre animais e homens, e
particularmente entre bovinos, ou de
animais selvagens para bovinos, tem sido a
falta de um sistema confiavel para a
diferenciacdo de estirpes ou sub-especies
de M. bovis. Acredita-se que as estirpes de
M. bovis na Irlanda, sejam particularmente
homogéneas e que as diferencas geneticas
sejam muito peguenas, por isso, requerem
analises sofisticadas de DNA para sua
demonstracao (Cousins et al., 1993; Grange
et al., 1990; Barry et al., 1993). Dai a
necessidade de técnicas mais
discriminatorias como o MIRU-VNTR ou
que seja feito uma associacdo de técnicas
de tipificacdo molecular de modo a
aumentar a confiabilidade dos resultados.

Na Nova Zelandia, verificou-se que o perfil
das estirpes que infectavam bovinos eram
diferentes daqueles que infectavam o
marsupial, que € o reservatorio do M. bovis
na regido quando estas duas espécies nao
estavam em contato (Collins et al., 1994).
Em areas onde os bovinos entravam em
contato com as populacdes do reservatorio,
as estirpes que foram  encontradas
infectando os bovinos possuiam um perfil
idéntico ao perfil das estirpes isoladas da
populacéo de reservatorios. Dados
semelhantes foram obtidos em relacdo ao
texugo no Reino Unido e aos cervideos nos
Estados Unidos (Collins et al., 1994; van
Embden et al., 1995). No Brasil, pouco se
sabe sobre reservatorios silvestres de M.
bovis.

A maior contribuicido dos meétodos
moleculares na tipificacdo de M. bovis esta
sendo o auxilio na elucidacdao da
epidemiologia da tuberculose. Os metodos
empregados vao desde analise dos padroes
de restricobes do DNA das estirpes, até
técnicas muito mais complexas como
spoligotyping ("spacer oligotyping”) (Collins
et al., 1994; van Embden et al., 1995;
Kamerbeek et al., 1997) e MIRU-VNTR
(Supply et al., 2000).

O spoligotyping € uma técnica que mistura
amplificacdo por PCR e hibridacdo por
sondas especificas. Permite a identificacao
de M. bovis, diferenciando esta das outras




especies do complexo M. tuberculosis, além
de fornecer um perfil de grande utilidade no
estudo da epidemiologia da doenca (Roring
et al., 2002). Estudos demonstram que a
tipagem de estirpes, utilizando-se
seqiiéncias repetitivas, tipo VNTR,
presentes em especies do complexo M.
tuberculosis, pode diferenciar estirpes, com

3. MATERIAL E METODOS

3.1. LOCAL
TRABALHO

DE REALIZACAO DO

O trabalho foi realizado no Laboratdrio de
Tuberculose do Laboratério Regional de
Apoio Animal — LARA-MG do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento -
MAPA em Pedro Leopoldo-MG e nos
Laboratorios de Tuberculose do Centro de
Referéncia Hélio Fraga da Fundacédo
Nacional de Saude e no Laboratério de

o
O
7]
-

o potencial de também ser utilizada para
estudos filogenéticos (Skuce et al., 2002).
No caso de sequéncias MIRU-VNTR, a
analise combinada de doze loci sera capaz
de discriminar as espéecies do complexo M.
tuberculosis e estirpes individuais
(Frothingham e Meeker-O'Connell, 1998).

Hanseniase da Fundacdo Oswaldo Cruz,
estes ultimos no Rio de Janeiro.

3.2. AMOSTRAS

Foram analisadas lesdes tipo tuberculosas,
de animais abatidos no Estado de Minas
Gerais, em frigorificos sob Servico de

Inspecao Federal e lesGes de animais com
suspeita clinica de tuberculose enviadas ao
Laboratorio Regional de Apoio Animal — MG
obtidas de material de campo do Estado de
Minas Gerais e outras regifes brasileiras,
em destaque na Figura 1.

Figura 1: Identificacdo em destaque dos estados do Brasil que encaminharam lesdes tipo
tuberculosas ao LARA-MG no periodo de 2001-2002 para fins de isolamento de M. bovis.
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Foram analisadas estirpes de M. bovis do
Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento gentilmente fornecidas pelo
Dr. Pedro Moacir Pinto Coelho Mota.

3.3. COLETA DE MATERIAL

Os materiais foram coletados em frigorificos
sob Inspecao Federal em diferentes regides
do Estado, sendo elas, Uberlandia, Belo
Horizonte, ltuiutaba, Tedfilo Otoni, Betim,
Nanuque, Igarape, Sao Sebastido do
Paraiso, Campo Belo, Varginha,
Governador Valadares, Uberaba, Para de
Minas, Pouso Alegre, Pocos de Caldas,
Caratinga, Passos e Paracatu, destacados

na Figura 2. As lesdes suspeitas foram
coletadas pelos fiscais agropecuarios do
Ministerio da Agricultura na linha de
matanca.

As lesdbes assim coletadas foram
acondicionadas em potes de plastico PVC e
congeladas a -20°C até o envio em caixa de
isopor com gelo reciclavel para o
laboratorio. As lesdes foram enviadas ao
laboratério acompanhadas do formulario de
encaminhamento para diagnostico (Anexo)
qgue além de informacdes sobre a amostra
continha dados epidemiolégicos. O mesmo
procedimento foi feito com as amostras
enviadas por veterinarios de campo.

Figura 2: Identificacdo, em destaque, das regides no Estado de Minas Gerais que
encaminharam lesdes tipo tuberculosas ao LARA-MG no periodo de 2001-2002 para fins de

isolamento de M. bovis.
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3.3.1. AMOSTRAS TRABALHADAS

Dos 20 frigorificos sob SIF participantes do
trabalho, 14 encaminharam lesdes

sugestivas de tuberculose conforme Tabela
1.

Tabela 1: Lesdes tipo tuberculosas, encaminhadas ao LARA-MG, por estabelecimentos sob
Servico de Inspecdo Federal (SIF) identificados por A @ N, com numero de lesdes por SIF,
municipios e regides de origem e total de espécimes enviadas por veterinario de campo.

SIF Municipio Regiao N° de lesdes enviadas
A Campo Belo Centro Oeste de Minas 13

B Teofilo Otoni Jequitinhonha/Mucuri 02

Cc ltuiutaba Tridngulo Mineiro 47

D Belo Horizonte Central 02

E Uberaba Triangulo Mineiro 02

F Uberlandia Triangulo Mineiro 02

G Teofilo Otoni Jequitinhonha/Mucuri 01

H Betim Central 18

| Nanugque Jequitinhonha/Mucuri 10

J Igarape Central 02

K Para de Minas Central 01

L ltuiutaba Triangulo Mineiro 17

M Sao Sebastido do Paraiso  Sul de Minas 09

N Passos Sul de Minas 03
Amostras de campo 56

Total 185

3.4. DESCONTAMINACAO E O material restante era estocado a -20°C

ISOLAMENTO DE M. bovis

De cada material era retirado o tecido
conjuntivo adjacente e seccionado em fatias
de dois a trés milimetros de espessura.
Para cada material foi utilizado instrumental
recem-esterilizado. Das amostras com
lesdes, retirava-se aproximadamente 10
gramas de material, constituido da parte
alterada e pequena quantidade de tecido
normal. A descontaminacdo de todo
material coletado foi realizada de acordo
com Mota (1985) utilizando solugdo de
acido sulfurico a 6% (v/v), durante 30
minutos, incluindo 15 minutos de
centrifugacdo a 500 x g. O sedimento foi
lavado duas vezes com salina 0,85% e
depois inoculado em quatro tubos contendo
meio Stonebrink. As culturas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C
durante dois meses.

para posterior utilizacdo se a primeira
inoculacdo fosse inviabilizada devido a
contaminagado ou a auséncia de isolamento.

Neste caso, 0 processo era repetido por
mais duas vezes. Apos incubacdo, culturas
positivas foram examinadas pela coloracao
de Ziehl-Neelsen e caracterizadas por
métodos bioquimicos e moleculares.

3.5. PROVAS BIOQUIMICAS

As provas bioquimicas foram realizadas
conforme metodologia descrita pelo Centro
Panamericano de Zoonosis (Bacteriologia,
1988). Foram realizados testes da fita de
niaciana (Difco-USA), reacao de reducao de
nitratos, cultivo em Ldwenstein-Jensen (LJ)
contendo 100pg/mL de pirazinamida, prova
de hidrolise do Tween (5-10 dias) e teste da
atividade da catalase a 68°C.

19




- 38, DETERMINAQAO DA SENSIBILIDADE
A QUIMIOTERAPICOS

O meio de cultura Stonebrink com
glutamato de sodio, sem  piruvato,
adicionado de quimioterapicos foi utilizado
para verificar sensibilidade do M. bovis as
drogas. A concentracdo dos quimioterapicos
no meio Stonebrink para estreptomicina,
rifampicina, etambutol, etionamida e
isoniazida foram, respectivamente,
4 Oug/mL, 40,0pg/mL, 2,0pug/mL, 20,0ug/mL
e 0,2ug/mL conforme recomendacdes do
Centro Panamericano de Zoonosis (1988).

3.7. TIPIFICAGAO
MOLECULARES

POR METODOS

3.7.1. EXTRAGCAO DO DNA E DETECCAO
DE DNA

A extracdo do DNA foi realizada pelo
metodo CTAB (Hexadecyl Trimethyl-
ammonium Bromide) (van Embden et.
al.,1993). A partir da cultura em meio
Stonebrink, aproximadamente uma alga
descartavel calibrada para 10 pl repleta do
crescimento bacteriano, foi transferida para
microtubos contendo 500uL de tampao TE
1X (Tris-HCI 10mM pH 7.5, EDTA 1Mm, pH
8.0). Os cultivos foram aquecidos em
banho-maria a 80°C por 20 minutos para
inativagdo das micobactérias. A lise
bacteriana ocorreu pela adicado de 50ul de
lisozima (Sigma Chemical CO, USA) e a
mistura foi agitada em homogeneizador
automatico e em seguida incubada a 37°C
por 18 horas. Apos este periodo foram
acrescido 60pL de proteinase K (Sigma
Chemical CO, USA) a 10mg/mL e 70uL de
SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) a 10%
(v/v) (Sigma Chemical CO, USA), sendo a
mistura entdo incubada em banho-maria a
65°C por 10 minutos. Foram adicionados
100uL de solugdao de NaCl 5M e 80uL de
CTAB (Sigma Chemical CO, USA) a 10%
(p/v), seguido de incubacao por 10 minutos
em banho-maria a 65°C.

Em seguida, volumes iguais de cloroformio
(350uL) (Merck) e alcool isoamilico (350ul)
(Merck) foram adicionados e o0s tubos
agitados em homogeneizador automatico e
centrifugados por cinco minutos a 12000 x g
a 4°C.
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A fase superior aquosa foi transferida para
novos tubos e adicionados de 450uL de
isopropanol (Merck) a 4°C. Os tubos foram
mantidos durante a noite a -20°C. Apos
este periodo os tubos foram centrifugados a
12000 x g por 20 minutos e o sedimento
lavado com 250uL de etanol 70% (Merck) a
4°C. Apos evaporagao do etanol foi
adicionado ao sedimento 50uL de tampao
TE 1X e estocado a —20°C.

O resultado da extracao do DNA foi
verificado em gel de agarose (GIBCO/BRL,
USA) a 0,8% (p/v) preparada em tampao
TBE 1X (Tris-HCI 89mM, EDTA 2.5mM.,
acido borico 89mM, pH 8.0) (Sigma
Chemical CO, USA) e corado com brometo
de etidio (10mg/mL) (Sigma Chemical CO,
USA). A corrida eletroforética foi efetuada a
75mA por um periodo de 30 minutos e a
concentracao de DNA foi estimada em
espectrofotometro a 260nm.

3.7.2. SPOLIGOTYPING

A técnica de tipagem molecular
spoligotyping  foi realizada conforme
descrito por Kamerbeek et al. (1997).

A amplificacdo das regides espacadoras
pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) foi efetuada utilizando-se o0s
oligonucleotideos iniciadores Dra e Drb. As
sequéncias dos iniciadores sdo as que se
seguem:

Dra-5 GGT TTT GGG TCT GAC GAC ¥
biotinilado

Drb—5' CCG AGA GGG GAC GGA AAC 3'

As concentracdes utilizadas de cada
reagente para a reacdo de PCR foram de
10 a 20 ng de DNA alvo, 20 pmol de cada
iniciador (Dra e Drb — GIBCO/BRL, USA).
02 mM de desoxirribonucleotideos
trifosfatos  (GIBCO/BRL, USA), uma
unidade de Taq polimerase
(GIBCO/BRL,USA), tampao de enzima 1X
(GIBCO/BRL,USA) e agua destilada g.s.p.
Em cada reacdo foram utilizados dois
controles negativos e dois positivos, sendo
estes ultimos BCG Moureau e H37RV M.
tuberculosis.
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Os ciclos de amplificacao utilizados foram 3
minutos a 96°C para desnaturacdo inicial,
sequido de 20 ciclos de desnaturacdo a
396°C por 60 segundos, anelamento a 55°C
por 60 segundos, extensdo a 72°C por 30
segundos e extensao final a 72°C por cinco
minutos.

Para hibridizacdo dos produtos de PCR
aliguotas de 30ul do produto de PCR
amplificado foram diluidas em 150 ul de
tampao 2X SSPE (0.2M Na.-HPO., 3,6M
NaCl, 20Mm EDTA, pH 7.4) / 0,1% SDS e
desnaturadas a 99°C durante 10 minutos,
em seguida foram imediatamente colocadas
em banho de gelo. Esta mistura foi entao
aplicada ao “miniblotter” (Immunetics,
Cambridge-MA) onde previamente foi
montada a membrana na qual estavam
adsorvidas as 43 sequéncias
correspondentes as regides espacadoras
(“spacers”) conhecidas do complexo M.
tuberculosis. A hibridizacao foi realizada a
60°C por um periodo de 60 minutos em
uma superficie horizontal sem agitacao.
Apos este periodo a membrana foi lavada
duas vezes com 200 mL de tampdo 2X
SSPE/0,5% SDS a 60°C por 10 minutos. e
entdo incubada com 10uL do conjugado
estreptavidina-peroxidase (Pharmacia
Biotech) a 42 °C por um periodo de 45 a 60
minutos. Em seguida a membrana foi

lavada mais duas vezes com 2X SSPE a
temperatura ambiente. Ao final das
lavagens, a membrana foi incubada com
aproximadamente 20 mL do liquido de
deteccdo ECL (Kit ECL Amerhans -
Pharmacia Biotech) para em seguida
detectar por  quimioluminiscéncia a
presenca na membrana de produto de PCR
hibrido apos 60 minutos da exposicdo da
membrana a um filme sensivel a luz. Os
perfis obtidos foram analisados em
programa de computador Gelcompar® e
posteriormente as estirpes foram
distribuidas em grupos, denominados neste
trabalho de GS, em funcao dos seus perfis
genéticos semelhantes. Em seguida, os
perfis obtidos foram pesquisados no banco
de perfis disponivel na Internet, no site
www.Mbovis.br com o objetivo de identificar
agueles comuns a outros paises.

3.7.3. MIRU-VNTR

O MIRU-VNTR foi aplicado conforme
descrito por Supply et al. (2000). O perfil de
MIRU-VNTR de diferentes isolados de M.
bovis foi determinado através da técnica de
PCR em 12 loci variaveis, sendo eles,
MIRU-VNTR'S 2, 4, 10, 16, 20, 23, 24, 26,
27, 31, 39 e 40. Os iniciadores utilizados
para cada locus foram os apresentados na
Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncia de iniciadores utilizados para a amplificacdo dos 12 MIRU-VNTRs Joci de

M. bovis
Locus PCR iniciadores 5 a 3' Locus PCR iniciadores 5' a 3'
MIRU-VNTR 2 TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT MIRU- CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT

TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT

MIRU-VNTR 4 GCGCGAGAGCCCGAACTGC

GCGCAGCAGAAACGTCAGC

MIRU-VNTR 10 GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC
GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT

MIRU-VNTR 16 TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA

CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC

VNTR 24 GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA

MIRU- CCCGCCTTCGAAACGTCGCT
VNTR 26 TGGACATAGGCGACCAGGCGAATA

MIRU- TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA
VNTR 27 GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA

MIRU- ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA
VNTR 31 GTGCCGACGGGTCTTGAT

MIRU-VNTR 20 TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG MIRU-
GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA

CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC
VNTR 39 CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT

MIRU-VNTR 23 CAGCGAAACGAACTGTGCTATCAC MIRU-
CGTGTCCGAGCAGAAAAGGGTAT

GGGTTGCTGGATGACAACGTGT
VNTR 40 GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA
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As concentracoes utilizadas de cada
reagente para a reacdo de PCR foram de
10 a 20 ng de DNA alvo, 100 pmol do
iniciador (GIBCO/BRL, USA), 0.2 mM de
desoxirribonucleotideos trifosfatos
(Invitrogen, Life  Technologies, New
Zealand), uma unidade de Tag DNA
polimerase (Biotools do Brasil), tampdo de
enzima 1X (Biotools do Brasil) e agua
destilada qg.s.p. As concentracdes de MgCl,
(Biotools do Brasil) foram de 1mM para as
reacOes 20 e 26, 1.5mM para as reacgdes
16, 24 e 27, 2.5mM para a reacdo 39 e
2mM para as demais. Cada “mix” continha
um volume final de 25uL.

As condicées de amplificacdo para os
MIRU-VNTR'S 24 e 26 foram um ciclo a
95°C por cinco minutos para desnaturacdo
inicial seguido de 40 ciclos a 95°C por 60
segundos, 55°C por 60 segundos para
anelamento, 72°C por 90 segundos para
extensao e um ciclo a 72°C por 10 minutos
para extensao final.

As condicoes de amplificagdo para os
MIRU-VNTR'S 2, 4, 10, 16, 20, 23, 27, 31,
39 e 40 foram um ciclo a 95°C por cinco
minutos para desnaturacdo inicial seguido
de 40 ciclos a 95°C por um minuto, 60°C
por um minuto para anelamento, 72°C por
um minuto e meio para extensao e um ciclo
a 72°C por 10 minutos para extensao final.
Para controle da amplificacdo, em cada
reacao foi utilizado a BCG Moureau e dois
controles negativos.

Os produtos amplificados foram
visualizados em gel de  agarose
(GIBCO/BRL, USA) a 2% (p/v) preparada
em tampao TBE 1X (Tris-HCI 89mM, EDTA
2.5Mm, acido borico 89mM, pH 8.0) (Sigma
Chemical CO, USA) e corado com brometo
de etidio (0,5 pg/mL) (Sigma Chemical CO,
USA). A corrida eletroforética foi efetuada a
75 mA por um periodo de 120 minutos. Foi
utilizado marcador de peso molecular de
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100pb  (Invitrogen, Life
Carlsbad, CA).

Thechnologis,

Os resultados obtidos apos a visualizacao
dos produtos de PCR foram convertidos
para uma matriz numeérica conforme Supply
et al. (2000). Os perfis genéticos obtidos
(combinacao dos 12 loci para cada isolado)
foram inseridos em programa de analise
numeérica Excel® para agrupamento de
perfis idénticos com formula editada
y=SE(N,=N,.1;"*";"") onde N €& a coluna que
se inseri a combinagdo numerica do MIRU-
VNTR, x se inseri a identificacao da estirpe
em analise, sendo x>1. Posteriormente as
estirpes foram distribuidas em grupos,
denominados neste trabalho de GM, em
funcdo dos seus perfis geneticos
semelhantes.

A diversidade alélica foi calculada utilizando
aequacdoh=1-5x"[n/(n—1)], onde h é a
diversidade alélica, n € o0 numero de
isolados e x, a frequéncia do alelo no locus
(Roring et al., 2002).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Foram enviadas um total de 185 lesdes tipo
tuberculosas, sendo 129 de frigorificos sob
SIF e 56 foram enviadas por veterinarios de
campo ou pelo proprietario do animal.
Dessas, apds inoculacdo em meio
Stonebrink, foram obtidos 89 isolados dos
quais 65 foram M. bovis sendo 48 obtidos
de lesGes provenientes de regides do
Estado de Minas Gerais (Tabela 4), 12 a
partir de lesGes provenientes de outras
regides brasileiras fornecidas pelo Ministério
da Agricultura Pecudaria e Abastecimento
(Tabela 3) e de quatro isolados ndo se tem
informacdo sobre regido de origem. Os
demais 24 isolados foram identificados
como MOTT.




Tabela 3: Lesoes tipo tuberculosas com
isolamento de M. bovis, provenientes de
diferentes regides brasileiras e
encaminhadas ao LARA-MG no periodo de
2001-2002, com as respectivas regides de
origem dos bovinos.

Numero de Origem
identificacao
da amostra
10 Manaus/AM
17 Tabatinga/DF
18 Tabatinga/DF
158 Santa Catarina
160 Campo Grande/MS
162 Concordia/Santa Catarina
163 Santa Catarina
164 Mafra/Santa Catarina
166 Patos/PB
169 Presidente Prudente/SP
172 Campo Grande/MS
178 Jodo Pessoa/PB
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No isolamento, em 65 tubos observou-se
cultivo macroscopico de crescimento lento,
com poucas e pequenas colénias chatas,
lisas, sem pigmento e caracterizadas como
bacilo alcool acido resistente (BAAR). Nas
provas bioguimicas as estirpes
apresentaram auséncia de atividade de
reducdo de nitrato, negativas para o teste
da fita de niacina, crescimento positivo em
presenca de pirazinamida, negativo nas
provas de hidrélise do Tween e negativo na
prova da catalase a 68°C, resultados estes
caracteristicos de M. bovis.

Do total de lesdes tipo tuberculosas
encaminhadas ao LARA-MG. em
aproximadamente 50% delas, ndo houve
isolamento de micobactérias conforme
Figura 3.

M. bovis
mMOTT
100 Osem isclamento
B total
0 -

Figura 3: Total de amostras com lesdo tipo tuberculosa encaminhadas ao LARA-MG, no
periodo de 2001-2002. com numero de micobactérias isoladas e numero de lesdes sem

iIsolamento.

Estes resultados nos permitem inferir que
ha casos de condenacdo de pecas e
carcacas em frigorificos que n&do sdo devido
a Mycobacterium sp. Nestes casos podem
ser lesbes devido a outros agentes, tais
como, Nocardia sp., Corynibacterium sp.,
Actinomyces sp., Actinobacillus sp. ou
devido a migracdo de larvas nos tecidos.
Pode também estar relacionado a falha no
isolamento, que segundo alguns autores,
culturas falso-negativas podem ocorrer pois
€ necessario acima de 10° microorganismos
vidveis por mililitro de material como
concentracdo minima para cultivo. Esta

concentracdo nem sempre €& possivel
devido a contaminacdo dos cultivos por
outros microorganismos, sendo necessarios
processos de descontaminacdo a base de
acidos (HCI, H,S0O.) ou alcalis (NaOH) que
podem inviabilizar até mesmo as
micobactérias (Sepkowitz et al., 1995).

Segundo Liebana et al. (1995) os melhores
resultados de descontaminacao e
isolamento de M. bovis ficam ao redor de
70% e neste trabalho foram isolados M.
bovis apenas em 35% das lesdes tipo
tuberculosas encaminhadas ao LARA-MG.
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Assim o apoio laboratorial para confirmacao
do diagnostico macroscopico se faz
necessario, através da confirmacao da
lesao tipo tuberculosa por micobactérias e
se constitui em uma das metas do
PNCEBT.

Tabela 4: LesOes tipo tuberculosas com
isolamento de M. bovis, provenientes do
Estado de Minas Gerais e encaminhadas ao
LARA-MG no periodo de 2001-2002, com
as respectivas regides de origem dos
bovinos no Estado.

Namero de Regido do Estado
amostras (%)
01 (1,54) Rio Doce
06 (9.2) Zona da Mata
07 (10.8) Triangulo Mineiro
08 (12,30) Centro Qeste
12 (18.46) Sul
15 (23,00) Central

Das les6es positivas com isolamento de M.
bovis, para o Estado de Minas Gerais, a
maioria 27 (41,5%) foram oriundas da
regiao Centro-Sul de Minas Gerais,
resultados  estes  que podem ser
corroborados pelo trabalho de Belchior
(2001), que através do teste de
tuberculinizacdo comparada obteve indices
de prevaléncia de 0,88% de animais
positivos para as regides Sul e Sudoeste do
Estado, como as de maior numero de
rebanhos positivos ao teste alérgico
seguidos da regido do Alto Paranaiba com
0.71% e Vale do Rio Doce com 0,15%.

As regides Sul e Sudoeste do Estado de
Minas Gerais sdo bacias leiteiras
tradicionais com um sistema de producio
semi-intensivo a intensivo. O risco de
ocorrer tuberculose bovina €& maior nos
sistema de producgdo de leite e com maior
tecnificagdo da producdo como ocorre no
Sul do Estado conforme ja relatado por
Belchior (2001). Propriedades com este
sistema de producdo apresentam uma
prevaléncia  superior de casos de
tuberculose em relacao aquelas com menor
grau de tecnificacao.

Bovinos criados nestas regides pelo proprio
tipo de manejo que sdo submetidos, tendem
a ser mais susceptiveis a contaminacao por
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estarem em alta densidade e aglomerados,
fato que permite contaminacao intensa por
via aerdgena. Além disso, o estresse
metabdlico constante em que ficam
submetidos leva-os a uma baixa imunidade
e aumenta as chances de manifestacao
clinica da tuberculose.

Neste trabalho, foram obtidos 24 isolados
com crescimento de micobactérias atipicas
gue apresentaram crescimento rapido e
com aspecto mucoso. Essas micobactérias
atipicas representaram 26,9% do total de
isolados e este resultado podera ter
importancia epidemiolégica também na
tuberculose humana ja que algumas
micobactérias como o complexo M. avium-
intracelullare-scrofulaceum e M. fortuitum
podem dar origem a lesdes semelhantes ao
complexo M. tuberculosis ja descrito por
Roberts et al. (1991); Nolte e Metchock
(1995), principalmente em pacientes HIV
positivos.

Neste  trabalho, quase 50% das
micobactérias atipicas foram obtidas de
lesbes encaminhadas pelo SIF identificado
pela C situado na Regido do Tridngulo
Mineiro do Estado de Minas Gerais.
Belchior (2001) também ja havia relatado
reacdes inespecificas no teste alérgico em
bovinos no Estado de Minas Gerais,
sugerindo infeccdo com  micobactérias
atipicas, em 34,9% de fazendas de um total
de 1586 propriedades avaliadas. porém
sem referéncia a regides de maior
prevaléncia.

A regido do Triangulo Mineiro &
sabidamente uma regido com grandes
areas produtoras de graos e
consequentemente com grande efetivo de
suinos e aves. A utilizacdo dos dejetos
desses animais como adubo e fonte de
alimentagdo suplementar para bovinos,
pode ser um fator de fonte de infecgdo de
transmissdo de micobactérias atipicas,
justificando o aparecimento desses isolados
nas lesdes oriundas daquela regido.

M. avium e M. ntracellulare sao
encontrados na agua, solo e outras fontes
ambientais. Eram considerados de baixa
patogenicidade e, até pouco tempo,
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colonizadores que raramente causavam
doenca. Entretanto nestas ultimas duas
decadas, conforme descrito por Falkinham
(1996) um grande numero de casos foram
registrados no homem e somente M.

tuberculosis tem ocorrido com maior
freqléncia que M. avium.
Nos ultimos anos a importdncia das

micobactérias ndo  tuberculosas em
veterinaria, de acordo com Acha e Szyfres
(1986) e Balian (1995), se deve néao
somente as perdas econdmicas por
condenacao de carcacas principalmente de
suinos nos matadouros, sensibilizacdo de
bovideos a prova tuberculinica mas
também ao risco de transmissdo para o
homem. Entretanto a identificacédo
molecular das mesmas nao foi realizada por
nao ser objeto deste trabalho.

4.2 DETERMINAQAO DA SENSIBILIDADE
A QUIMIOTERAPICOS

Nao foi verificado, em nenhuma estirpe
isolada, resisténcia aos principais
quimioterapicos utilizados no tratamento da

tuberculose humana, sendo eles,
estreptomicina, rifampicina, etambutol,
etionamida e isoniazida, esta ultima

empregada no tratamento de tuberculose
em bovinos. Assim, os resultados servem
como uma informacdo auxiliar aos
profissionais da area de saude no sentido
de orientar a escolha da medicacdo em
casos de pacientes humanos com infeccdo
por M. bovis e acrescenta informacdo a
area da medicina veterinaria quanto a
sensibilidade a isoniazida.

Observa-se crescente preocupacdo da
comunidade cientifica com o aumento de
casos de tuberculose tanto no homem como
em animais causada por estirpes resistente
a quimioterapicos. No Brasil, quanto ao M.
bovis resistente a drogas, Corréa e Corréa
(1974) observaram trés estirpes (1,5%) de
M. bovis multirresistentes em estudo com
200 estirpes de micobactérias isoladas de
tuberculose humana. Zanini (2002) isolou
135 estirpes de M. bovis isoladas de lesdes
tipo tuberculosas e submetendo as mesmas
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a prova de sensibilidade a isoniazida

encontrou quatro resistentes.

A importancia do monitoramento de
micobactérias resistentes a medicamentos
vem de encontro com a constante
preocupacdo da OMS, que desde 1993
declarou que a tuberculose mantém-se
como um grave problema de saude publica
e gue esta situacao vém se agravando com
o crescimento do numero de individuos
portadores da AIDS e o aparecimento de
estirpes com resisténcia multipla a drogas
(estirpes MDR) ja descrito por Blasquez et
al. (1997). Conforme descrito por Oreilley e
Daborn (1995), a AIDS aumentou o risco de
manifestacdo da doenca em humanos, tanto
por M. tubercuiosis como possivelmente por
M. bovis.

O tratamento da tuberculose bovina
principalmente nas bacias leiteiras de Minas
Gerais e S3o Paulo tornou-se rotina em
rebanhos infectados. Esta rotina, conforme
descrito por Belchior (2001) tornou-se tao
popular que algumas cooperativas, com
objetivo de “facilitar” a vida dos cooperados,
adquirem isoniazida em grandes
quantidades e repassam esta droga aos
proprietarios rurais sem nenhum controle.

Atualmente existe no Brasil uma grande
polémica a respeito do tratamento da
tuberculose bovina, tenc - argumentos a
favor e contra tal procedimento, articulados
por grupos de pesquisadores. Movimentos
contra o tratamento da tuberculose bovina,
baseiam-se na dificuldade de se fazer o
controle dessa doenca sem a utilizacdo do
sistema de teste e abate dos positivos.
Alem disso, aqueles que utilizam
tratamento, tém risco maior de
disseminacdao do agente, pois bovinos
infectados e ndo curados poderdo estar
eliminando o agente e aumentando a
difusdo da doenca entre propriedades e
entre regides. Outro argumento negativo
sobre a utilizacdo do tratamento de bovinos
com tuberculose €& que a inducdo de
resisténcia de M. bovis a quimioterapicos
podera trazer complicacdes para a area
humana por se tratar de uma zoonose.
Caso ocorra contaminacao de humanos por
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este agente, estirpes MDR complicariam
e/ou dificultariam o tratamento.

A favor do tratamento sdo os proprietarios
de animais que tém resisténcia em aderir ao
sistema de teste e abate, sobretudo em
regibes de alta prevaléncia da doenca,
como também os resultados de trabalhos de
pesquisa que utilizaram o tratamento com
sucesso no controle da tuberculose bovina.

No Brasil, Langenegger et al. (1981, 1991)
demonstraram a eficiéncia do tratamento da
tuberculose bovina no pais. Esses autores
aplicaram o tratamento da tuberculose
bovina em rebanho altamente infectado
obtendo eficiéncia terapéutica de 93.28%
certificada através da dessensibilizacio
alérgica durante dois anos e quatro meses.
Recentemente, Mota (2003), tratou com
isoniazida bovinos de um rebanho
naturalmente infectado por M. bovis na
regido da Zona da Mata no Estado de Minas
Gerais e obteve 98,9% de cura dos animais
tratados  verificada por meio da
dessensibilizacdo  alérgica e exame
bacteriolégico.
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Associando a abordagem acima, onde
pesquisadores obtiveram sucesso utilizando
isoniazida no tratamento da tuberculose
bovina, com dessensibilizagdo alérgica dos
mesmos e associados com o0s resultados
obtidos neste experimento, onde nenhuma
estirpe isolada apresentou resisténcia a esta
droga sugere-se que o tratamento da
tuberculose bovina com isoniazida poderia
ser utilizado em casos excepcionais sob
acompanhamento criterioso de Meédico
Veterinario Oficial.

4.3. TIPIFICACAO MOLECULAR

O meétodo spoligotyping aplicado as 65
estirpes de M. bovis isoladas dos diferentes
municipios de Minas Gerais e outras regides
brasileiras, contituiu-se no maior numero
de estirpes de M. bovis isoladas no Brasil e
submetidas a esta técnica. O resultado
demonstrou a presenca de 36 diferentes
perfis sendo nove agrupados, conforme
dendograma na Figura 4.
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Figura 4 : Correlacdo por dendograma de polimorfismos de DNA, obtidos pela técnica de
spoligotyping, em 65 estirpes de M. bovis isoladas a partir de lesdes tipo tuberculosas
encaminhadas ao LARA-MG, no periodo de 2001-2002, por municipios de Minas Gerais e

outras regides brasileiras. Na figura, os perfis agrupados estdo numerados de 1 a 9 e a direita
estao os numeros de identificacio das amostras.

27




No programa Gel Compar® o perfil de cada
estirpe foi identificado individualmente. No
dendograma, os perfis semelhantes foram
colocados proximos entre si e as estirpes
com perfis idénticos foram agrupadas. A
Tabela 5 apresenta a distribuicdo dos perfis
estabelecidos pelo spoligotyping com o

namero de isolados em cada perfil das
estipes de M. bovis trabalhadas neste
experimento. As estirpes com perfis que
ndo foram agrupados no dendograma foram
denominadas estirpes com perfis
individuais.

Tabela 5: Distribuicdo dos perfis estabelecidos pelo spoligotyping das 65 estipes de M. bovis.,
obtidas de lesOes tipo tuberculosas encaminhadas ao LARA-MG no periodo de 2001-2002.
com o numero de isolados em cada perfil com suas respectivas regides de origem.

Grupo N° isolados Regido

GS 1 06 Central e Tridangulo Mineiro

GS 2 02 Centro Oeste e Tridngulo Mineiro

GS 3 10 Central, Centro Oeste, Sul, Zona da Mata

GS 4 04 Central, Triangulo Mineiro, Paraiba

GS 5 06 Centro QOeste e Sul

GS6 02 Sul

GS7 02 Distrito Federal

GS 8 03 Central, Centro Oeste, Rio Doce

GS 9 01 Zona da Mata, Santa Catarina, Sao Paulo

Perfis 27 Central, Tridangulo Mineiro, Sul, Centro
individuais

QOeste, Zona da Mata, Sao Paulo, Santa
Catarina, Mato Grosso do Sul, Amazonas

Foram observadas as maiores frequéncias
para os grupos GS 3, com 10 (15,38%)
estirpes, e a menor frequéncia para os
grupos GS 2, GS 6 e GS 7, sendo duas
estirpes em cada.

Neste trabalho, foram encontradas duas
estirpes, sendo elas as de numero 01 e 65
do grupo GS 2. com o perfil de auséncia de
hibridizagdo com o0s espacadores 3, 9, 16 e
39 a 43, corroborando com resultados
encontrados por Zumarraga et al. (1999),
que analisando perfis de M. bovis isolados
na Ameérica do Sul, verificou que este
mesmo perfil foi detectado em diversos
paises da Ameérica do Sul.

Foram encontrados perfis com auséncia de
hibridizacao com os espacadores 3, 9, 16,
21 e 39 a 43, em 10 estirpes analisadas
sendo elas as de numero 08, 14, 15, 16, 22,
30, 33, 67, 69 e 70 do grupo GS 3. Estes
resultados foram similares ao obtidos por
Zumarraga et al. (1999) que descreveu este
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perfil também como tipico de estirpes
brasileiras. O mesmo autor descreveu para
o Brasil perfil com auséncia de hibridizacao
com o0s espacadores 3, 4, 9, 16 e 39 a 43
porém em nenhuma amostra estudada foi
encontrado o referido perfil.

Em 24 estirpes obteve-se auséncia de
hibridizacao com o espacgador 37, sendo
que esta caracteristica foi observada
também por Aranaz et al. (1996) em nove
estirpes isoladas na Espanha e por
Njanpop-Lafourcade et al. (2001) em duas
estirpes isoladas em Camarbes. Estes
resultados chamam atencao, pois indica
que pode estar ocorrendo a disseminacio
de estirpes entre diferentes paises.

Conforme Tabela 5, os perfis GS 4 e GS 9
foram encontrados em regides do Estado de
Minas Gerais como também em outras
regides brasileiras. O perfii GS 9 foi
encontrado na Zona da Mata e nos Estados
de Santa Catarina e Sao Paulo. O perfil GS




4 foi encontrado nas regides Central e
Triangulo Mineiro e também no Estado da
Paraiba sugerindo, nestes casos,
movimentacao de animais dentro do pais,
da regido sudeste para a regido nordeste e
sul ou em sentido inverso.

Esses resultados ilustram a disseminacéo
de perfis no pais conforme ja relatado por
Zumarraga et al. (1999) gue para a América
do Sul este fato deve-se ao trénsito de
animais por exposicdes agropecuarias,
leildes e principalmente pelo comércio dos
mesmos.

O perfil GS 6 foi encontrado em dois
isolados de lesdes de bovinos. que
conforme ficha de encaminhamento de
amostras (Anexo), foram enviados juntos ao
laboratorio por um mesmo SIF e
provavelmente da mesma propriedade. O
mesmo ocorre com o perfil GS 7 que foi
observado em duas estirpes enviadas juntas
para analise, como material de campo.

Para o perfil GS 8 nao foi possivel
estabelecer especificidade geografica ja que
0 mesmo foi encontrado nas regides
Central, Rio Doce e Centro Oeste. Para os
demais isolados foram obtidos perfis
individuais ndo apresentando correlagéo
geografica entre eles.

Analisando os perfis circulantes nas
diferentes regides do Estado de Minas
Gerais, com base na analise de perfis feita
pelo spoligotyping, tem-se para a regido
Central, conforme Tabela 8, a
predominancia dos perfis GS 1, GS 3. GS 4
e GS 8, no Triangulo Mineiro os perfis GS
1, GS 2 e GS 4, no Centro Qeste os perfis
GS 2, GS 3, GS 5 e GS 8, na regido Sul GS
3, GS 5 e GS 6, na Zona da Mata os perfis
GS 3 e GS 9 e Rio Doce apenas o perfil GS
8, neste caso, unica amostra positiva desta
regido. Assim, nas regides Central e Centro
Oeste do Estado de Minas Gerais, houve
maior diversidade de perfis que pode ser
correlacionado com intenso transito de
animais por se tratar do centro do Estado e

ser comumente rota de passagem para
outras localidades.

Tabela 6: Perfis das estirpes de M. bovis
circulantes nas diferentes regides do Estado
de Minas Gerais determinados pelo
spoligotyping, obtidas de lesdes tipo
tuberculosas encaminhadas ao LARA-MG
no periodo de 2001-2002.

Regiao Perfil (s)

Central GS1,GS3, GS4, GS 8
Triangulo Mineiro GS1, GS2, GS4
Centro Oeste GS2, GS3, GS5, GS8

Sul GS3, GS5, GS6
Zona da Mata GS3, GS9
Rio Doce GS 8

A diversidade genética dos isolados de M.
bovis em bovinos provavelmente seja
devido a movimentacdo indiscriminada dos
mesmos, que no  Brasil, ocorrem
principalmente devido a feiras, exposicoes
agropecuarias e leildes, o que permite
contato direto de animais oriundos de
diferentes regides. No Estado de Minas
Gerais tem-se que os animais abatidos em
seus frigorificos sdo oriundos de 13 estados
brasileiros diferentes e ha pouco controle do
tempo de permanéncia desses animais no
municipio de abate e bem como sobre o
contato dos mesmos com outros animais
durante o transporte.

Trabalho semelhante foi realizado no
México por Suazo et al. (2002) onde foram
coletadas lesbes sugestivas de tuberculose
em bovinos abatidos em frigorificos, de
fazendas situadas em uma area de
aproximadamente 500.000 km?, semelhante
a superficie do Estado de Minas Gerais. Os
autores discutiram a dificuldade de
estabelecer especificidade geografica para
o0s isolados de M. bovis e relataram que tal
situacdo se deve ao intenso transito sem
controle de animais na regido, entretanto
nenhum dos perfis isolados por este
pesquisador foi encontrado neste trabalho.

Outro trabalho realizado em Minas Gerais

por Zanini et al. (2001), de forma
semelhante, obteve 135 isolados de M.
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bovis a partir de lesfes tipo tuberculosas
encaminhadas para analise laboratorial. Do
total de isolados o autor tipificou sete
estirpes por spoligotyping. Os perfis
encontrados refletem dados da literatura e
corroboram com resultados encontrados
neste trabalho, com perfis considerados
tipicos para a America do Sul, sendo eles, a
auséncia dos espacadores 3, 9, 16 e 39 a
43, sendo o grupo GS 2 neste trabalho.

E dificil estimar qual perfii & mais
predominante em cada regido do Estado de
Minas Gerais, baseando-se no
spoligotyping, ja que este trabalho foi um
dos pioneiros para o Estado e na literatura
poucos perfis foram descritos. O trabalho de
Zanini et al. (2001), embora bastante
recente, tipificou por spoligotyping um
numero reduzido de isolados, apenas sete
de um total de 135.

Foram encontrados, consultando o banco
de perfis disponivel na internet, perfis de M.
bovis do Brasil comuns em outros paises,

principalmente da Europa. O perfil GS 1,
GS 5 e GS 7, conforme Tabela 7. ja foram
isolados na Holanda, Espanha, Camardes e
descrito como comum na Ameérica do Sul. O
perfil GS 2 em Minas Gerais (Brasil),
Bélgica e descrito como comum na America
do Sul. Os perfis GS 3, GS 6 e o perfil
individual da estirpe 183 deste trabalho ja
foram isoladas na Bélgica, o perfil GS 8 e o
perfil individual da estirpe 40 na Franca. O
perfil das estirpes individuais 19 e 39 ja
foram isoladas na Venezuela e os perfis
individuais 57 e 19 na Argentina.

Segundo Feldman (1955) desde o Brasil
colénia ha importacdo de bovinos para o
Brasil, principalmente da Europa e nas
décadas de 20 e 30 esta atividade
intensificou-se. Nesta época ndo se fazia
teste alérgico nos animais e em Minas
Gerais as primeiras tuberculinizacées se
iniciaram no ano de 1937. Dessa forma,
acredita-se que animais infectados tenham
entrado no pais neste periodo.

Tabela 7: Grupos de perfis e perfis individuais de M. bovis estabelecidos pelo spoligotyping,
isolados de lesdes tipo tuberculosas de bovinos encaminhadas ao LARA-MG no periodo de
2001-2002, provenientes do Estado de Minas Gerais e de outras regifes brasileiras e suas

distribuicdes no Mundo.

Perfil Distribuicdo no mundo
GS1,GS5 GS7 Holanda, Espanha, Camardes, America do Sul
GS 2 Minas Gerais (Brasil), Bélgica, Ameérica do Sul
GS 3. GS6 Bélgica
GS 8 Franca
Estirpes 19 e 39 Venezuela
Estirpes 57,19 Argentina
Estirpe 40 Franca
Estirpe 183 Bélgica

Baseando-se neste estudo, o spoligotyping
foi util para avaliagdo da epidemiologia
molecular dos isolados, permitindo um

estudo em maior escala dos perfis de M.
bovis.

O MIRU-VNTR, aplicado as 65 estirpes de
M. bovis dos diferentes municipios de Minas
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Gerais e outras regides brasileiras,
demonstrou 19 diferentes perfis moleculares
sendo que oito foram distribuidos em
grupos denominados neste trabalho de GM.
Os perfis dos grupos estabelecidos pelo
MIRU-VNTR estao apresentados na Tabela
8.




Tabela 8: Perfis dos grupos (GM)
estabelecidos pelo MIRU-VNTR de estirpes
de M. bovis do Estado de Minas Gerais e
outras regides brasileiras obtidas de lesdes
tipo tuberculosas encaminhadas ao LARA-
MG no periodo de 2001-2002.

Grupo Perfil

GM 1 142324253322
GM 2 242224153322
GM 3 242224263322
GM 4 242226233322
GM5 242324243322
GM 6 242324252422
GM7 242324253322
GM 8 242326233322

Tabela 9 apresenta a distribuicdo dos perfis
estabelecidos pelo MIRU-VNTR com o
numero de isolados em cada perfil das
estipes de M. bovis trabalhadas neste
experimento. As estirpes com perfis que
nao foram agrupados foram denominadas
de estirpes com perfis individuais.

Tabela 9: Distribuicdo dos  perfis
estabelecidos pelo MIRU-VNTR nas
diferentes regides do Estado de Minas
Gerais e outras regites brasileiras com o
numero de isolados em cada perfil, obtidas
de lesdes tipo tuberculosas encaminhadas
ao LARA-MG no periodo de 2001-2002.

Grupo Ne Regiao
isolados
GM 1 02 Central
GM 2 02 Sul e Zona da Mata
GM 3 02 Central, Zona da
Mata
GM 4 13 Central, Triangulo

Mineiro, Zona da
Mata, Santa Catarina,
Mato Grosso do Sul

GM5 06 Zona da Mata,
Central, Rio Doce,
Centro Oeste

GM6 04 Sul, Triangulo Mineiro

GM7 17 Sul, Central,
Triangulo Mineiro,
Centro QOeste, Zona
da Mata, Amazonas,
Distrito Federal

GM 8 08 Central, Centro
Oeste, Sul

Perfis 11 Central, Triangulo

individuais Mineiro, Sul, Centro
Qeste

Conforme Tabela 9, os perfis GM 4 e GM 7
foram encontrados em regides do Estado de
Minas Gerais como também em outras
regides brasileiras. O perfii GM 4 foi
encontrado nas regides Central, Triangulo
Mineiro, Zona da Mata de Minas Gerais e
nos Estados de Santa Catarina e Mato
Grosso do Sul. O perfil GM 7 foi encontrado
nas regides Sul, Central, Triangulo Mineiro,
Centro Oeste e Zona da Mata e em regides
do Amazonas e Distrito Federal sugerindo
nestes casos, conforme observado na
analise feita no spoligotyping,
movimentacado de animais dentro do pais.

Analisando os perfis circulantes nas
diferentes regides do Estado de Minas
Gerais, com base na analise de perfis feita
pelo MIRU-VNTR, tem-se para a regiao
Central, conforme Tabela 10, a
predominancia dos perfis GM 1, GM 3, GM
4, GM 5 GM7 e GM 8, no Triangulo Mineiro
os perfis GM 4 GM 6 e GM 7, no Centro
Oeste os perfis GM 5, GM 7 e GM 8, na
regidao Sul GM 2, GM 6, GM 7 e GM 8, na
Zona da Mata os perfis GM 2, GM 3, GM 4,
GM 5 e GM 7 e Rio Doce apenas o perfil
GM 5, neste caso, unica amostra positiva
desta regido. Para todas as regides
observa-se maior diversidade de perfis
circulantes quando comparado com o
spoligotyping. Observando os agrupamentos
de perfis obtidos no MIRU-VNTR, torna-se
dificil estabelecer com confianca a
predominancia de cada perfil em regides
especificas no Estado de Minas Gerais
utilizando resuitados deste trabalho.

Tabela 10: Perfis das estirpes de M. bovis
circulantes nas diferentes regides do Estado
de Minas Gerais determinados pelo MIRU-
VNTR, obtidas de lesdes tipo tuberculosas

encaminhadas ao LARA-MG no periodo de
2001-2002.

Regiao Perfil (s)

Central GM 1, GM 3, GM 4,

GM5 GM7,GM8
Triangulo Mineiro GM 4, GM 6, GM 7
Centro Oeste GM5 GM7,GM8

Sul GM 2, GM 6, GM 7,
GM 8

Zona da Mata GM 2, GM 3, GM 4,
GM5 GM7

Rio Doce GM 5
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A diversidade alélica € um bom indicador da
taxa de heterogeneidade da estirpe e um
bom indicador do poder discriminatorio do
locus em estudo. A diversidade alélica varia
entre 0,00 e 1,00 e quanto mais proximo de
1,00 maior & o poder discriminatorio do
locus  avaliado. Os resultados da
diversidade alélica estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11: Diversidade alélica em cada
locus do MIRU-VNTR, avaliados em 65
estirpes de M. bovis do Estado de Minas
Gerais e outras regides brasileiras obtidas
de lesdes tipo tuberculosas, encaminhadas
ao LARA-MG no periodo de 2001-2002.

Locus Diversidade alélica
MIRU-VNTR 2 0.07
MIRU-VNTR 4 0.01
MIRU-VNTR 10 0.00
MIRU-VNTR 16 0.44
MIRU-VNTR 20 0.02
MIRU-VNTR 23 0.48
MIRU-VNTR 24 0.07
MIRU-VNTR 26 0.61
MIRU-VNTR 27 0.13
MIRU-VNTR 31 0.16
MIRU-VNTR 39 0.00
MIRU-VNTR 40 0.05

Baseado neste indicador, apenas o MIRU-
VNTR 26 pdde ser designado como
altamente discriminatério (h>0.6), os MIRU-
VNTR's 16 e 23 foram designados como

moderadamente discriminatorios (0,3 < h =
0,6) e por fim os MiRU-VNTR’s 2, 4, 10, 20,
24, 27, 31, 39 e 40 foram fracamente
discriminatorios (h < 0,3). Estes resultados
corroboram com o encontrado por Cowan et
al. (2002) e Sola et al. (2003) que
descreveram o MIRU-VNTR 26 como o de
maior poder discriminatorio (h>0.6) e o
MIRU-VNTR 16 e 23, como
moderadamente discriminatérios (h > ou =
0.48) quando avaliaram estirpes de M.
tuberculosis. O proposito de se estudar a
diversidade alélica dos MIRU-VNTR's tem
como objetivo encontrar os Joci com maior
poder discriminatorio e entdo designa-los
para teste na rotina de estudos de perfis,
reduzindo-se dessa forma mao-de-obra pela
utilizacado de loci especificos com poder de
diferenciar perfis de estirpes dentro da
mesma espécie. Observando os resultados
da diversidade alélica, tem-se que apenas
0s MIRU-VNTR 23 e 26 poderdao ser
utilizados para discriminar estirpes de M.
bovis que  estiverem em  grupos
homogéneos, que foram classificados
respectivamente, como moderadamente e
altamente discriminatorios .

Para fins de comparacdo entre as técnicas
de tipificacdo molecular avaliadas neste
experimento, na Tabela 12 estdo
apresentadas as estirpes de M. bovis com
0os seus grupos de perfis obtidos pelas
técnicas do spoligotyping e MIRU-VNTR.

Tabela 12: Estipes de M. bovis isoladas no Estado de Minas Gerais e outras regides brasileiras
obtidas de lesdes tipo tuberculosas encaminhadas ao LARA-MG no periodo de 2001 e 2002,
com seus respectivos grupos de perfis estabelecidos pelas técnicas do spoligotyping e MIRU-

VNTR e numero de isolados em cada perfil.

Perfil no spoligotyping N° isolados (%) Perfil no MIRU N°isolados
GS1 06 GM 1 02
GM 7 02
GM 6 01
Individual 01
GS 2 02 GM 6 01
GM7 01
GS3 10 GM 7 09
Individual 01
GS 4 04 GM 8 01
Individual 03
GS 5 06 GM 4 01
GM 8 05
GS 6 02 GM 6 02
GS7 02 GM 7 02
GS 8 03 GM 5 03
GS9 03 GM 4 02
Individual 01
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As 65 estirpes tipificadas pelo spoligotyping
apresentaram 36 perfis diferentes sendo
nove agrupados (GS), Tabela 12, e quando
tipificadas pelo MIRU-VNTR resultaram
apenas em 19 perfis diferentes sendo oito
distribuidos em grupos (GM).

Perfis anteriormente discriminados pelo
spoligotyping em perfis individuais, um total

de 27 que corresponde a 41,5% das estirpes
trabalhadas, conforme Tabela 13, foram
agrupados quando tipificados pelo MIRU-
VNTRem GM 2, GM 3, GM 4, GM 5, GM 7,
GM 8, demonstrando assim, o menor poder
discriminatoério desta técnica.

Tabela 13: Estirpes de M. bovis isoladas no Estado de Minas Gerais e outras regidoes
brasileiras isoladas a partir de lesdes tipo tuberculosas encaminhadas ao LARA-MG no periodo
de 2001-2002, com seus respectivos grupos de perfis estabelecidos pelas técnicas do
spoligotyping e MIRU-VNTR e niimero de isolados em cada perfil.

4

ESCqo

Perfil no spoligotyping N° isolados (%) Perfil no MIRU N° isolados
Individual 27 (41.,5) GM 2 02
GM 3 02
GM 4 10
GM 5 03
GM 7 03
GM 8 02
Individual 05
No Brasil, até o momento, ndo ha necessidade de se combinar duas

publicacbes de estudos de perfis de M.
bovis e M. tuberculosis por MIRU-VNTR 12
loci o que inviabiliza comparacdo com
outros trabalhos. Na Argentina, 18 estirpes
brasileiras avaliadas empregando-se o
MIRU-VNTR', apresentaram repeticées nos
MIRU-VNTR'S 2, 16, 24, 26, 39 e 40,
semelhantes aos resultados obtidos neste
trabalho, além disso. foi observado também
0 menor poder discriminatorio do MIRU-
VNTR para os 12 Joci estudados.

No passado, o genoma do complexo M.
tuberculosis foi considerado homogéneo.
Atualmente, novas técnicas baseadas no
polimorfismo de DNA, dentre elas os MIRU-
VNTRSs Joci, sdo considerados valiosas ilhas
de polimorfismo que poderdo auxiliar na
pesquisa da epidemiologia da tuberculose.

A intencdo de associar o MIRU-VNTR as
analises de tipificacao feita pelo método do
spoligotyping baseou-se em dados da
literatura, Roring et al. (2002), Skuce et al.
(2002), Sola et al. (2003), que relatam a

" CATALDI, A. Comunicacao pessoal. 2003. (Instituto
de Tecnologia Agropecuaria — INTA, Argentina)

metodologias de tipagem molecular para se
obter melhor confiabilidade da analise dos
perfis. Escolheu-se o MIRU-VNTR pois
relata-se que esta metodologia poderia ser
mais discriminatéria que o spoligotyping e
que juntas seriam boas ferramentas para
estudar marcadores genéticos de M. bovis.
Entretanto, observando os perfis obtidos
pela analise numeérica com auxilio do
programa Excel®, tem-se que esta
metodologia apresentou menor capacidade
de discriminar grupos homogéneos obtidos
no spoligotyping. Estes marcadores foram
inicialmente desenvolvidos para tipificar
isolados de M. tuberculosis e talvez por
isso nao foram tdo discriminatérios para M.
bovis.

Alguns trabalhos com M. tuberculosis como
0 de Kwara et al. (2003), que comparou 0s
meéetodos de spoligotyping e MIRU-VNTR,
relata que estirpes epidemiologicamente
correlacionadas permanecem agrupas no
MIRU-VNTR, como ocorreu neste trabalho,
ja que sdo estirpes de uma mesma regido
e/ou possuem uma mesma evolucdo do
marcador genético. Uma possivel existéncia
da correlacao entre as estirpes isoladas em

33

& VEp,
A% &P'«‘:,
BIBLIOTEC!

04 ypw©




Minas Gerais, pode ser obtida a partir do
trabalho de Belchior (2001), que constatou
através da aplicacdao de um questionario a
produtores rurais de diversas regides do
Estado, que 76% dos produtores de um total
de 1586 entrevistados, e atualmente 90%,
compram bovinos dentro de sua regido, e
em razao deste fato, o MIRU-VNTR no que
se refere aos 12 loci estudados, tem menor
poder discriminatorio, pois  trata-se de
estirpes epidemiologicamente
correlacionadas.

Segundo Sola et al. (2003) a combinacéo
de spoligotyping e MIRU-VNTR tem sido
considerado as melhores técnicas para
tipificacao de M. tuberculosis. Espera-se
uma automacdo do MIRU-VNTR e
simplificacdo do metodo. possibilitando a
pesquisa de loci especificos com maior
poder discriminatério para M. bovis. ja que
0os 12 MIRU-VNTR Joci aqui trabalhados,
foram padronizados iniciaimente para
tipificar estirpes de M. tuberculosis .

Esses estudos de tipificacdo molecular
visam a melhor compreensdo da
epidemiologia da tuberculose causada pelo
M. bovis, servindo como 0o auxilio a
rastreabilidade animal.

No futuro, caso algum perfil, tipico de um
lugar (“perfil regional”), estabelecido a partir
de técnicas moleculares, seja encontrado
em outra regido, sera indicativo de
disseminacao da estirpe atraves da
movimentacdo de animais no Estado.
Assim, este rastreamento servira como
suporte para as autoridades sanitarias
justificarem a necessidade de intensificacao
do controle de transito animal e evitar
difusdo de estirpes de M. bovis de uma
regido para outra. Ha portanto necessidade
de mais estudos empregando técnicas
moleculares em outras regides do pais, para
conhecimento dos perfis de M. bovis
circulantes em cada regido, auxiliando
desta forma o PNCEBT.

5. CONCLUSOES
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e dentre as lesfes estudadas. aquelas
provenientes das regides Central e Sul
do Estado de Minas Gerals,
apresentaram o maior numero de
isolamento de Mycobacterium bovis;

» nas estirpes estudadas nao foi
encontrado resisténcia as principais
drogas utilizadas para tratamento da
tuberculose humana, sendo elas,
estreptomicina, rifampicina, etambutol,
etionamida e isoniazida;

e baseando-se no perfii molecular,
isolados podem ser agrupados por

localizacao geografica sugerindo
associacdo com origem geografica e
filogenética;

* 0 spoligotyping € mais viavel para
tipificar estirpes epidemiologicamente
correlacionadas e podera ser
ferramenta atil para estudo da
epidemiologia de M. bovis;

s 0s 12 MIRU-VNTR /oci apresentaram
menor poder discriminatério  para
tipificar as estirpes de M. bovis;

* 05 MIRU-VNTR 23 e 26 poderdo ser
utilizados para discriminar cepas de M.
bovis que estiverem em grupos
homogéneos.
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ANEXO

Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA
Laboratorio Regional de Apoio Animal - LARA/MG
Setor de Tuberculose
Formulario de encaminhamento de amostras para diagnostico

Espaco reservado para o LARA/MG Bl n.% I
Cond. na recepcdo: ( ) Congelada ( ) Resfriada Data receb.:
/ /
() Satisf. () Insatisf. Receb. por:
| - DADOS DO REMETENTE
1. Local:
2. Reagistro: (este campo destina-se a pecas originarias de matadouros
sob Insp. Federal, Estadual ou Municipal)
3. Endereco:
Rua, Av.: ,n°
Complemento: Bairro
Municipio: UF: CEP:
Telefone: - Fax: -

Correio eletrénico:

Il - DADOS DA AMOSTRA
1. Origem do animal (propriedade, localizacao, municipio):

2. Espécie animal: Sexo:
3. Raca: Idade:
4 Animal tuberculinizado: ( ) Sim Data: ___/ /  Resultado™: AB: mm
A Av: mm
() Néo
( ) N&o se sabe
5. O animal foi: ( ) Sacrificado Data: _ [/ [/
( ) Encontrado morto Data: I

( ) Abatido (matadouro) Data: ___ /  /

6. Outras mortes ou casos na propriedade: ( ) Sim mesma especie animal?
() Nao

7. Historico :

8. Destino da carcaca : ( ) cond. total ( ) cond. parcial ( ) destruicdo na propriedade
9. Peca anatdmica enviada ao laboratério:
10. N° Lacre:

11. Responsavel pela colheita: CRMV:
12. Data da colheita: ___/___/

13. Encaminhamento ao laboratério: ( ) Congelada ( ) Resfriada

Obs.:

* \ B: diferengca em mm apos 72h da inoculagdo da PPD bovina
\ Av: diferenca em mm apos 72h da inoculagdo da PPD aviaria
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