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RESUMO

O Mycobacterium bovis, causador da tuberculose bovina, esta entre as espécies pertencentes
ao Complexo Mycobacterium tuberculosis. A doenc¢a causada pelo bacilo bovino constitui um
grave problema devido aos prejuizos diretos causados por esta enfermidade e possiveis
barreiras sanitarias na exportagcdo. O genoma do M. bovis € >99,95% geneticamente idéntico
ao de M. tuberculosis, dificultando o diagnostico. A tipificacdo molecular permite inovar a
identificacdo de uma espécie e ao mesmo tempo gerar genoétipos mediante a combinagéo de
diferentes marcadores polimoérficos, contribuindo para a sua investigacdo epidemioldgica. As
técnicas mais utilizadas atualmente para tipificar o patégeno M. bovis sdo o Spoligotyping e o
VNTR, no entanto, esses métodos ndo sao capazes de reconhecer toda a diversidade genética
dos isolados analisados como é o caso de métodos baseados em sequenciamento, que
permitem a andlise de sequéncias alvos moleculares, identificando dessa forma todos os
eventos genéticos presentes no marcador utilizado. O objetivo deste trabalho foi tipificar
isolados de Mycobacterium bovis pela técnica Multispacer Sequence Typing (MST). Sete
regides espacadoras intergénicas foram analisadas para um total de 58 isolados de M. bovis
relativos aos anos de 2006 a 2010, procedentes de fazendas localizadas em seis estados
brasileiros (MG, GO, SP, MT, PR. RS) e para quatro amostras padrdo de M. bovis. Quatro tipos
de eventos genéticos foram observados: mutacdo de nucleotideo Unico (SNP), insercéo,
delecéo e repeticdo em tandem (TR), totalizando a partir da combinacdo dos gendtipos obtidos
um total de 28 eventos. Os resultados, obtidos pela comparacéo in silico entre os fragmentos
gerados pelo sequenciamento e a cepa padrdo M. bovis AF2122/97 [Genbank BX248333.1]
permitiu identificar 28 perfis genotipicos Unicos, caracterizando 28 sequéncias tipo (ST) na
amostragem analisada e apontando um indice de discriminacdo de 93%. Esses dados foram
utilizados para analisar os padrées de descendéncia evolutiva dos isolados de M. bovis e
correlaciona-los a linhagens filogeograficas com base na formagdo de complexos clonais
gerados a partir do eBURST. Este foi o primeiro trabalho a identificar a variabilidade dos
isolados de M. bovis pelo método MST. Os resultados obtidos foram bastante satisfatérios,
dado que o método permitiu tipificar e diferenciar isolados de M. bovis a partir do
sequenciamento de poucas regides espacadoras, mesmo em localiza¢des restritas e em um
periodo de tempo curto como foi verificado no municipio de Bueno Branddo. O método
apresenta a vantagem do sequenciamento e a disponibilizacdo de sequéncias analisadas em
bancos de dados publicos, que podem ser utilizadas por profissionais em todo o mundo como
ferramenta para andlises futuras.

Palavras-Chave: Mycobacterium bovis, genotipagem, multilocus, sequenciamento
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ABSTRACT

Mycobacterium bovis, which causes bovine tuberculosis, is a species belonging to
Mycobacterium tuberculosis complex. It shows 99.9% of genetic homology with other species of
the complex, making the diagnosis difficult. The bovine bacilli represent a serious problem due
to the direct losses in cattle, caused by such infirmity and possible sanitary barriers to
exportation. Molecular typing, provide an innovative way to identify bacterial strains, trough
generate while genotypes by combining different polymorphic DNA markers, contributing to their
epidemiological investigation. The techniques currently used for typing of M. bovis are
Spoligotyping and VNTR. However these methods are not able to recognize all genetics
analyzed strains diversity such as sequencing methods based in last ones allow analyzing
molecular target sequence, thereby identifying all events present in the genetic marker used.
This paper aims standardize Multispacer Sequence Typing (MST) for M.bovis genotyping.
Seven intergenic spacer region were analyzed on 58 M.bovis samples, coming from six
brazilian's states (MG, GO, SP, MT, PR, RS), isolated between 2006 and 2010, and on four
M.bovis’s reference strains. Four types of genetic events were observed: nucleotide mutation
(SNP), insertion, deletion and tandem repeat (TR), totaling from the combination of genotypes
obtained a total of 28 events. Twenty-eight type sequences (TS) have been also produced,
showing a discrimination index of 93%, including the standard strain AF2122/97 [Genbank
BX248333.1] used for comparison in silico. These data were used to analyze the pattern of
evolutionary lineage of M. bovis’s isolates and correlate them with phylogeographic lineages,
based on the formation of clonal complexes, generated from eBURST. This is the first study
aimed identify the variability of isolates of M. bovis using MST method. Results were quite
satisfactory. Method allowed us to typing and differentiate M.bovis isolate from a sequencing of
few regions, even in restricted locations and in short a time as established in Bueno Brandao
city.The method has the sequencing advantage and the availability of sequences analyzed in
public databases which can be used by professionals around the world as an analyzes tool.

Keywords: Mycobacterium bovis, genotyping, multilocus, sequencing
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1. INTRODUCAO

A tuberculose, considerada um dos maiores
problemas de saude publica no mundo, é
uma doenca infecto-contagiosa causada por
micobactérias (Mokaddas e Ahmad, 2007).
Responsavel por aproximadamente dois
milhdes de Obitos todos os anos, é
considerada a principal causa de morte
provocada por um Unico agente (Ruggiero
et al, 2007). Esta doenga acomete o
homem h& milénios, como observado em
esqueletos fésseis de seres humanos com
lesbes O6sseas compativeis com essa
enfermidade, encontrados em varias regides
e datados desde cinco mil a.C. (Marques e
Cunha, 2003). Com o0s movimentos
migratérios e as grandes guerras, a doenca
espalhou-se pelo mundo e, nos dias de
hoje, continua sendo grande foco de
atencao (Pandolfi et al., 2007).

As micobactérias pertencem a ordem
Actinomycetales, familia Micobacteriaceae,
género Mycobacterium, com mais de 120
espécies descritas. Inclui importantes
patégenos de seres humanos, causando
doengas como Tuberculose, Hanseniase,
Ulcera de Buruli e outras doencgas
emergentes induzidas por micobactérias
atipicas que infectam pacientes com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS) ou outros individuos
imunodeprimidos (Zakham et al., 2011).

As principais espécies de importancia
epidemiolégica para o homem pertencem ao
complexo  Mycobacterium  tuberculosis
(Mycobacterium tuberculosis complex —
MTBC) do qual fazem parte dentre outros,
M. bovis, M. tuberculosis, M. africanum, M.
caprae, M. microti e M. canetti (Brosch et al.,
2002). O M. tuberculosis e o M. bovis
destacam-se por serem 0S agentes
causadores da tuberculose humana e
bovina, respectivamente. A cepa infectante
bovina é a mais patogénica dentre as
espécies deste complexo, apresenta uma
das maiores gamas de hospedeiros
conhecidos, sendo capaz de infectar muitas
espécies de mamiferos, incluindo o homem
(O’Reilly e Daborn, 1995).

A tuberculose bovina é uma doenga de alta
relevancia dentro do contexto da pecuaria.
E uma zoonose de evolugdo crénica,
caracterizada pelo desenvolvimento
progressivo de lesBes nodulares
denominadas tubérculos, que podem ser
localizadas em qualquer 6rgdo ou tecido
(Brasil, 2006). Integra o grupo de doencas
notificaveis da Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE), importantes do ponto
de vista socioecondmico e sanitario
nacional, cujas repercussfes no comércio
internacional de animais e produtos de
origem animal sdo consideraveis (Acha e
Szyfres, 2001). A tuberculose bovina possui
distribuicdo mundial sendo responsével por
determinar morbidade e mortalidade em
bovinos em vérias partes do mundo,
concentrando-se principalmente em paises
em desenvolvimento onde h& criacdes
intensivas, como em bovinos leiteiros (Acha
e Szyfres, 1996).

Apesar de nao haver estatisticas que
quantifiquem as perdas econbmicas
impostas pela tuberculose bovina no Brasil,
o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) criou em 2001 o
Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT). O programa foi criado com o
objetivo de diminuir o impacto negativo
dessas zoonoses na saude humana e
animal, além de promover a competitividade
da pecuaria nacional e criar um ndmero
significativo de propriedades certificadas
que oferecam ao consumidor produtos de
baixo risco sanitério (Brasil..., 2006).

O Brasil é detentor do maior rebanho
comercial de bovinos do mundo. O rebanho
chegou a 209,5 milhdes de cabegas em
2010, o que representou um aumento de
2,1% em relacdo ao ano de 2009, com
maiores concentracdes nas regides Centro-
Oeste, Norte e Sudeste (Rebanho..., 2012).

A tuberculose bovina esta disseminada por
todo o territério nacional, porém sua
prevaléncia e distribuicdo regional ndo estao
bem caracterizadas. Entre 1989 e 1998, os
dados de notificacdes oficiais da doenca
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indicaram uma prevaléncia média nacional
de 1,3% (Brasil, 2006).

A implantacdo de programas como o0
PNCEBT é importante para o controle da
tuberculose. Os paises que tomaram tais
acOes sanitarias ao longo do século
passado, com bases em tuberculinizacdo e
sacrificio de animais reagentes,
conseguiram reduzir consideravelmente a
frequéncia de animais infectados (Brasil...,
2006).

O teste imunoldgico indireto  de
tuberculinizagdo € considerado o padréo-
ouro para identificar animais tuberculosos
(Bovine..., 2004). 0] diagnéstico
confirmatério é feito apds a morte do animal
e requer o isolamento e a identificacdo do
agente etioldgico, M. bovis, um
procedimento trabalhoso e demorado, que
pode levar até 12 semanas (Corner, 1994).
O isolamento, quando acompanhado de
métodos moleculares como a Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR), também tem
se mostrado eficiente para o diagnéstico
(Rodriguez et al., 2004).

Nos ultimos anos, os avancos da biologia
molecular vém contribuindo com éxito no
diagndstico de enfermidades animais. O
sequenciamento de DNA e a identificacédo
de marcadores moleculares tém sido o foco
deste desenvolvimento, possibilitando a
padronizacdo de técnicas moleculares, que
permitem distinguir rapidamente espécies e
também cepas da mesma espécie.

Com o advento das técnicas de tipificacao
molecular, houve grandes melhorias no
conhecimento epidemiolégico dos surtos da
tuberculose bovina. Nos Ultimos anos,
dados obtidos por estudos de epidemiologia
molecular tém sido utilizados para informar,
influenciar e monitorar as estratégias de
controle e vigilancia da tuberculose. Além
disso, esses dados podem fornecer
esclarecimentos sobre a dindmica da
populagdo, pela comparagdo genética de
isolados nas diferentes areas geograficas e
analisar mudancas evolutivas das
populacdes dos patdégenos (van Soolingen,
et al., 1999).
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Existe uma variedade consideravel de
técnicas disponiveis para a tipagem dos
membros do complexo M. tuberculosis,
sendo as mais utlizadas o 1S6110-RFLP
(Restriction Fragment Lenght
Polymorphism), o Spoligotyping (Spacer
oligonucleotide typing) e o MIRU-VNTR

(variable  Number Tandem  Repeat-
Mycobacterial Interspersed Repetitive
Units).

Os primeiros estudos sobre filogenia dos
membros do MTBC foram realizados com
base nos resultados obtidos da técnica
IS6110-RFLP, padronizada em 1993 por
van Embden e colaboradores (Foxman e
Riley, 2001) e foi, ha poucos anos,
considerado padrdo-ouro para tipificacdo de
M. tuberculosis. No entanto, um nimero de
limitacbes foi demonstrado para essa
técnica, dentre elas, seu baixo poder
discriminatério para isolados como o M.
bovis, que apresentam poucas coépias de
IS6110 (<6) em seu genoma e por ndo ser
uma técnica suficientemente precisa para
identificar algumas linhagens genéticas,
ocasionando frequentemente o uso de uma
tipagem secundaria baseada em outro
marcador genético (Kamerbeek et al., 1997;
Kremer et al., 2005).

O spoligotyping foi introduzido como um
método rapido para determinar a
epidemiologia molecular da tuberculose
humana e como alternativa para a
identificacio de amostras com poucas
copias de 1S6110 (Kamerbeek et al., 1997).
E uma técnica simples, rapida, reprodutivel
e que apresenta resultados estaveis,
expressos em um padrdo digital simples,
que sao facilmente  nomeados e
armazenados em banco de dados (Sola et
al.,, 1999). No entanto, alguns estudos
demonstraram gque somente o spoligotyping
ndo seria suficiente para correlacionar
epidemiolégicamente cepas de M. bovis,
especialmente porque todo o polimorfismo
genético esta restrito a um Unico locus, o
agrupamento DR, havendo a necessidade
de associagdes com outros métodos
moleculares (Aranaz et al., 1996).

O uso do método MIRU-VNTR também se
mostrou aplicAvel para tipificacdo de



Mycobacterium bovis (Cowan et al., 2002)
apresentando alto poder discriminatério
para cepas com poucas coOpias de 1S6110
guando comparado com a técnica 1S6110-
RFLP (Lee et al.,, 2002). A tipificacdo de
isolados de M. bovis pelo MIRU-VNTR
detecta, a partir da verificagdo do tamanho
dos produtos amplificados, em gel de
agarose, o numero de repeticdes nos loci.
Outra possibilidade é a realizacdo do MIRU
de modo automatizado, usando iniciadores
marcados com fluorescéncia (nesse caso, é
indicado apenas para estudos com um
elevado numero de amostras, devido ao alto
custo dos reagentes). Uma vantagem da
automatizacdo é a obtencao de resultados
que sdo0 expressos como  codigos
numéricos, o que facilita a comparacdo e o
intercambio de dados entre pesquisadores.
No entanto, se faz necessaria a
amplificagdo de no minimo 12 loci de MIRU,
conforme descrito por Supply et al. (2000),
para que os resultados sejam realmente
discriminatérios em relacdo a outros
métodos citados.

As andlises de DNA de M. bovis tém
oferecido respostas a muitas perguntas
epidemiolégicas, e sua auséncia até os
Ultimos 25 anos dificultaram em grande
medida as investigacdes anteriores acerca
da tuberculose bovina. Sem a tipificacdo de
cepas, geralmente era impossivel saber se
a fonte provavel de infecgdo por M. bovis
em um rebanho foi animais do mesmo
rebanho, animais de rebanhos adjacentes,
novos animais que se encontravam
temporariamente ou permanentemente em
contato com o rebanho ou espécies de vida
silvestre (Collins, 2011). A tipificacdo de
isolados tem representado um importante
papel nas andlises sobre a dindmica da
populagdo, e nos Ultimos anos, muitos
paises comecaram a usar técnicas de
tipificacdo e M. bovis como parte integrante
do programa de controle da tuberculose
bovina.

Dado que cada uma das técnicas citadas
(Spoligotyping, 1S6110-RFLP e MIRU-
VNTR) apresentam, de alguma forma,
algumas limitacdes, o emprego de varios
métodos € necessério para se atingir maior
poder discriminatério que ira fornecer dados

mais concretos acerca da tipificacao,
contribuindo dessa forma com a
epidemiologia molecular do M. bovis.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar
a técnica Multispacer Sequence Typing
(MST) para genotipagem de isolados de
Mycobacterium bovis. A proposta da técnica
€ verificar a existéncia de polimorfismo
alélico em diferentes loci do genoma de M.
bovis, permitindo tipificar os isolados e criar
perfis genotipicos que contribuam com
estudos de prevencdo, controle e
epidemiologia. E uma técnica que demanda
pequenas quantidades de DNA e que, por
meio do uso do sequenciamento
disponibilizam dados que, uma vez inseridos
em bancos de dados publicos, irdo contribuir
com a gendbmica comparativa para obtencao
de informacbes para estudos futuros.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Agente etiolégico e transmissao

A cepa infectante bovina é a mais
patogénica entre as espécies do complexo
M. tuberculosis. Apresenta uma das maiores
gamas de hospedeiros de patégenos
conhecidos, sendo capaz de infectar muitas
espécies de mamiferos, incluindo o homem
(O’Reilly e Daborn, 1995). Infec¢Bes por M.
bovis também foram detectadas na fauna
silvestre, o0 que pode acarretar graves
consequéncias para 0s programas de
controle e erradicacdo, uma vez que esses
animais podem servir como reservatoério do
bacilo bovino. A principal forma de
introducdo da doenga em um rebanho
bovino é a aquisicdo de animais infectados
(Belchior, 2001).

A doenca é provocada por bacilos imoveis,
ndo esporulados, ndo encapsulados,
medindo de 1 a 100 um de comprimento por
0,2 a 0,6 um de largura, sendo a
propriedade morfotintorial de alcool-acido
resisténcia (BAAR) a mais importante do
género Mycobacterium (Manual..., 1994).
Tal caracteristica também esté presente nas
bactérias dos géneros Nocardia, Rhodococcus
e Corynebacterium (Corréa e Corréa, 1992;
Roxo, 1997).
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O elevado contetdo lipidico da parede
celular do M. bovis, que pode atingir até
40% do peso seco das células, é
responsavel por importantes efeitos
biol6gicos no hospedeiro, como a indugao
da formagcdo de granuloma, atividade
adjuvante e antigenicidade. A tuberculose é
provocada por micobactérias aerébias ou
microaerdfilas e de modo geral as células
apresentam crescimento lento. Esses
bacilos séo resistentes as acbes de agentes
quimicos, mas sensiveis a acdo de agentes
fisicos, como a radiagdo ultravioleta e o
calor (Manual..., 1994).

As rotas de infeccdo no gado séo
influenciadas por diversos fatores como
idade, ambiente e préaticas de higiene. O
agente pode ser eliminado por diversas vias
como o ar expirado, corrimento nasal, leite,
fezes, urina, secre¢bes vaginais, uretrais e
pelo sémem (Neill et al., 1994). O bovino,
uma vez infectado pode transmitir a doenca
para outros animais, antes mesmo de
apresentar lesdes teciduais (Morris et al.,
1994).

Em estabulos, ao abrigo da luz, o bacilo da
tuberculose bovina pode sobreviver por
Vvarios meses e has pastagens pode chegar
até dois anos. |Infecta os animais
independentemente da estacdo do ano,
clima, sexo e regido, e quanto mais tempo
de vida tiver o animal, maior a probabilidade
de contagio (Corréa e Corréa, 1992). A via
pela qual os animais séo infectados, a
resposta imune do hospedeiro e a viruléncia
do microorganismo sdo de grande
importancia para a sobrevivéncia,
multiplicagdo e manifestacdo da doenca no
hospedeiro (Collins, 2001).
2.2. Epidemiologia e controle da
tuberculose bovina

A tuberculose bovina é uma doenca de alta
relevancia dentro do contexto da pecuaria.
Afeta diretamente a produtividade animal,
influencia o comércio internacional de
produtos de origem animal e, devido ao seu
potencial zoonético, é também considerado
um grave problema de saude publica (Cosivi
et al., 1999).
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A introducéo e a manutencéo da doenca em
um rebanho s&o fortemente influenciadas
por caracteristicas da unidade de criagéo,
entre as quais se destacam o tipo de
exploracdo, o tamanho do rebanho, a
densidade populacional e praticas
zootécnicas e sanitarias. A alimentacédo de
bezerros com leite de vacas tuberculosas e
a aquisicdo de receptoras de embrido sem
controle  sanitario também  constituem
praticas comuns que podem introduzir a
doenca no rebanho (Manual..., 2009).

A ocorréncia da infeccdo por M. bovis
concentra-se principalmente nos paises em
desenvolvimento e em criagdes intensivas,
como em rebanhos leiteiros, mas também
acomete rebanhos de corte. A identificacdo
das fontes de infeccdo € feita por meio da
implementacdo de uma rotina de testes
tuberculinicos com abate de animais
reagentes (Brasil..., 2006).

A tuberculose bovina é uma zoonose de
ocorréncia mundial com alta prevaléncia nos
paises em desenvolvimento e baixa
prevaléncia em paises desenvolvidos,
devido a execugdo de programas de
controle e erradicacao realizados
concomitantemente com inspec¢do de carnes
e pasteurizacdo de leite (Abrah&do, 1998).
Vale ressaltar que o leite e seus derivados
nao pasteurizados sdo considerados uma
das principais fontes de transmissdo da
doenca ao homem (Ashford et al, 2001).
Segundo Sinha (1994), 31,3% das vacas
em lactacdo, que séo reativas ao teste da
tuberculina, eliminam o bacilo no leite, mas
apenas 4% desses animais eliminam esse
microrganismo em quantidade capaz de ser
mensurada por cultura.

Os programas de controle e a erradicacdo
da tuberculose bovina tém ganhado
destaque mundial desde as décadas de 50
e 60 (Benet, 1994). Os métodos utilizados
dependem de muitos fatores, mas o teste e
a pratica de sacrificio sdo os Unicos meios
pelos quais a erradicagdo definitiva é
conseguida (Junior e Souza 2008).

Das nacdes atualmente reconhecidas como
livres da tuberculose pode-se citar:
Austrdlia, Islandia, Dinamarca, Suécia,



Noruega, Finlandia, Austria,  Suica,
Luxemburgo, Let6nia, Eslovaquia, Lituania,
Republica Checa, Canadd, Singapura,
Jamaica, Barbados e Israel. Ainda que a
tuberculose tenha sido eliminada na maior
parte dos EUA, alguns rebanhos infectados
continuam sendo relatados, acarretando
periodicamente na perda do status de “livre
da doenga” em alguns estados americanos
(Bovine..., 2007).

Das nacdes que ja implantaram o programa,
mas que ainda estdo em fase de controle e
erradicacdo, pode-se citar: Japdo, Nova
Zelandia, Estados Unidos, México, alguns
paises da América do Sul e América Central
e outros paises europeus. Casos
particulares de animais de vida selvagem
tém sido relatados em muitas regides
complicando os esfor¢cos na luta a favor da
erradicacdo. Por exemplo: veado da calda
branca (Odocoileus viginianus) no estado de
Michigan nos Estados Unidos, texugos
(Meles meles) no Reino Unido e Irlanda e
gambéas (Trichosurus vulpecula) na Nova
Zelandia. A tuberculose bovina ainda é
muito disseminada na Africa, partes da Asia
e em alguns paises do Oriente Médio
(Bovine..., 2007).

A tuberculose bovina é uma doencga cronica
que ndo apresenta sinais clinicos
alarmantes como, por exemplo, aborto,
febre alta e queda abrupta de producéo
presentes nas doencas de carater agudo.
Quando, por alguma razado, o criador é
alertado para o problema da tuberculose e
procura auxilio profissional, a prevaléncia no
rebanho revela-se alta, de maneira geral
(Brasil..., 2006).

A importancia econdmica atribuida & doenca
bovina estd baseada nas perdas diretas
resultantes da morte de animais, da queda
no ganho de peso e diminui¢cdo da producéo
de leite, do descarte precoce e eliminagéo
de animais de alto valor zootécnico e
condenacédo de carcacas no abate. Estima-
se que os animais infectados percam de
10% a 25% de sua eficiéncia produtiva.
Existe ainda a perda de prestigio e
credibilidade da unidade de criacdo onde a
doenca é constatada (Brasil..., 2006).

O Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) foi instituido em 2001 pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), reconhecendo essa
enfermidade como destacado problema de
saude publica e animal. O programa foi
criado com o objetivo de diminuir o impacto
negativo dessas zoonoses na salde
humana e animal, além de promover a
competitividade da pecuaria nacional e criar
um ndmero significativo de propriedades
certificadas que oferecam ao consumidor
produtos de baixo risco sanitario (Manual...,
2006)

A estratégia de acdo deste programa é
clara: a certificacdo de propriedades livres e
de propriedades monitoradas (de adesé&o
voluntaria) como um instrumento que o0s
produtores e o setor agroindustrial podem
utilizar para agregar valor aos seus
produtos. Assim sendo, este ndo é um
programa apenas do governo federal e dos
governos estaduais, mais sim um projeto
que envolve o setor produtivo e suas
comunidades, o0 setor industrial e os
consumidores, ndo esquecendo os médicos
veterinarios que atuam no setor privado. Em
outras palavras, o setor publico que atua
como agente certificador dentro de um
processo que envolve diretamente toda a
cadeia produtiva (Manual..., 2006).

O Brasil é detentor do maior rebanho
comercial de bovinos do mundo. O rebanho
nacional de bovinos em 2010 chegou a
209,5 milhdes de cabecas, um aumento de
2,1% em relacdo a 2009, com maiores
concentracdes no Centro-Oeste, Norte e
Sudeste (Rebanho..., 2012).

Atualmente, no pais, existem trés
competéncias legais nas quais se exercem
0s servicos de inspec¢édo sanitaria e industrial
de produtos de origem animal. O Servico de
Inspecdo Federal (SIF), no qual registram-
se os estabelecimentos que comercializam
produtos entre Estados e/ou para
exportacéo; o Servico de Inspecdo Estadual
(SIE), no qual sdo registrados os
estabelecimentos que comercializam
produtos para outro municipio, e o Servigo
de Inspecdo Municipal (SIM) para os
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estabelecimentos que comercializam
produtos dentro do municipio. Vale lembrar,
que somente obtendo a licenca dos servi¢os
de inspec¢bes oficiais é que o produto
podera circular dentro da zona habilitada
(Mudancgas..., 2005).

A tuberculose bovina esta disseminada por
todo o territério nacional, porém a sua
prevaléncia e distribuicdo regional ndo estao
bem caracterizadas. Entre 1989 e 1998, os
dados de notificacdes oficiais da doenca
indicaram uma prevaléncia média nacional
de 1,3% (Brasil..., 2006). Um levantamento
realizado em 1999 no Tridngulo Mineiro e
nas regibes do Centro e Sul de Minas
Gerais, envolvendo aproximadamente 1.600
propriedades e 23.000 animais, estimou a
prevaléncia aparente de animais infectados
em 0,8%. No mesmo estudo, foram
detectados 5% de propriedades com
animais reagentes, sendo importante
destacar que esse valor subiu a 15% no
universo de propriedades produtoras de
leite com algum grau de mecanizagcdo da
ordenha e de tecnificagdo da producédo
(Belchior, 2000). Ainda no estado de Minas
Gerais foi realizado um estudo pra avaliar a
prevaléncia da tuberculose em bovinos
abatidos em 11 matadouros sob Inspec¢éo
Federal no ano de 1993 a 1997. Nesse
periodo foram abatidos 954.640 bovinos,
foram diagnosticados 68lcasos de
tuberculose e constatou-se que a
prevaléncia da enfermidade foi de 0,8%
(Baptista et al ., 2004).

Na regido Sul do Brasil, até a criagdo do
PNCEBT, ndo houve estudos de
prevaléncia da enfermidade
especificamente. Havia apenas resultados
de testes realizados por veterinarios
habilitados. Em 2008, houve um
levantamento da frequéncia dos bovinos
reativos ao teste intradérmico. Dados
levantados no Parand mostraram a
aplicacdo do teste em 220.095 bovinos
resultando em 496 casos de reatividade
detectados em 225 focos. Em Santa
Catarina, o teste ocorreu em 82.746 bovinos
e resultaram em 853 animais reativos e 196
focos detectados. No Rio Grande do Sul,
60.628 bovinos foram testados e 738
animais foram reagentes; neste estudo o
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namero de focos nao foi relatado (Manual...,
2009).

Em Alagoas, um estudo feito com 969
bovinos provenientes das regibes Leste,
Agreste e Sertdo do estado de Alagoas,
revelou uma frequéncia de 4,64% de
animais reativos. As regides Leste, Agreste
e Sertdo apresentaram, respectivamente,
frequéncias de 0,91%, 0,54% e 16,52% de
bovinos positivos. O Sertdo, caracterizado
por concentrar a maioria dos municipios que
constituem a bacia leiteira do estado de
Alagoas foi apontado como a regido de
maior risco de transmissdo do M. bovis
(Silva et al., 2011).

Um trabalho realizado recentemente no
Laboratorio Nacional Agropecuério de Minas
Gerais (LANAGRO/MG) permitiu tracar o
perfil epidemioldgico da tuberculose bovina
no Brasil, com base nos resultados do
diagnostico bacteriolégico relativos aos
anos de 2004 a 2008. Amostras de lesdes
sugestivas de tuberculose foram coletadas
durante a inspecdo sanitaria das carcacas
em frigorifico/abatedouros ou na realizacéo
de necrbpsias nas propriedades rurais, e
foram procedentes em sua maioria, da
regido Sudeste do Brasil, sendo Minas
Gerais responsavel por praticamente todo o
material encaminhado para diagnostico. Os
resultados indicaram que das 1021
amostras analisadas, somente 22,2% dos
animais procedentes de matadouros sob
inspec@o sanitaria ou estabelecimento de
criacdo apresentaram histérico de algum
exame de tuberculinizagéo realizado, sendo
o M. bovis isolado em 55,8% dos animais
reativos no teste. O trato respiratorio foi
responsavel pela maior parte das lesbes
sugestivas de tuberculose bovina, seguida
por carcaca, cavidade abdominal, conjunto
cabeca-lingua e mama. O perfil dos bovinos
gue originaram as amostras remetidas ao
laboratério foi composto, em sua maioria,
por fémeas de racas leiteiras com faixa
etéria acima de dois anos e meio. Das 871
amostras submetidas ao diagnéstico
bacteriol6gico, 79,4% apresentavam lesdes
macroscopicas sugestivas de tuberculose
bovina e 65,9% foram classificadas como M.
bovis (Lopes Filho, 2010).



2.3. Genoma e
Mycobacterium bovis

Evolucéao do

A especificidade patégeno hospedeiro e a
enorme similaridade genética das espécies
que compdem o complexo M. tuberculosis,
h& muitos anos, tem levado pesquisadores
de todo o mundo a buscar informacg@es para
obter uma melhor compreensdo sobre a
evolucdo deste grupo de microrganismos
(Smith et al., 2006). Os membros do MTBC
podem ser diferenciados pela gama de
hospedeiros, viruléncia e caracteristicas
fenotipicas, mas a base genética para essas
diferencas continua desconhecida. Supondo
que essas diferengas sejam oriundas de um
ancestral comum, é intrigante observar que
algumas espécies sdo patdgenos exclusivos
de humanos (M. tuberculosis, M. africanum,
M. canetti) ou de roedores (M. microti),
enquanto outras infectam uma ampla gama
de hospedeiros (M. bovis). Inicialmente,
algumas hipo6teses foram apresentadas com
0 intuito de compreender 0s processos
evolutivos dos membros do MTBC (Garnier
et al., 2003).

Sreevatsan et al. (1997) propuseram que,
devido ao elevado grau de conservacao dos
genes constitutivos (housekeeping), o0s
membros do MTBC teriam sofrido um efeito
de gargalo evolutivo (evolutionary bottleneck
effect) ao mesmo tempo em que se
separavam em espécies, evento que
ocorreu ha cerca de 15.000-20.000 anos.
Stead et al. (1995) propuseram que, ao
longo de muitos anos, a evolucdo de M.
tuberculosis a partir de M. bovis ocorreu
mediante adaptacBes especificas de um
patégeno animal para um hospedeiro
humano. Mas ambas as hipéteses foram
propostas antes da disponibilidade de toda
a sequéncia gendmica de M. tuberculosis e
antes que a gendbmica comparativa
desvendasse varias regifes gendmicas
variaveis entre os membros do MTBC.

2.3.1. Genoma do M. bovis

M. bovis AF2122/97 é uma cepa altamente
virulenta e foi isolada na Gré-Bretanha em
1997 (Gordon et al, 1999). O
sequenciamento do genoma completo

dessa cepa abriu portas para a obtencédo de
informacdes genéticas antes nao
disponiveis. O agente M. bovis possui
4.345.492 bp (pares de base) em seu
genoma, organizado em um Unico
cromossoma circular com conteldo de
guanina e citosina de 65 %, em média.
Contém 3.952 genes, incluindo um profago
e 42 elementos de inser¢do (insertion
sequence -1S) (Garnier et al., 2003).

O genoma de M. bovis é >99,95%
geneticamente idéntico ao M. tuberculosis,
mostrando  colinearidade e nenhuma
evidéncia de grandes translocacdes,
duplicacdes ou inversdes. As diferencas sédo
observadas na variagdo das redes de
expressdo @génica, fundamentais para
muitas diferencas fenotipicas entre o0s
bacilos da tuberculose. As paredes celulares
das bactérias patogénicas mostram uma
variagdo nas sequéncias de proteinas e na
composicdo macromolecular, refletindo as
pressdes seletivas sobre estas estruturas. O
maior grau de variacdo entre as sequéncias
dos bacilos bovino e humano é encontrado
em genes que codificam proteinas da
parede celular e as proteinas secretoras
(Garnier et al., 2003).

Apesar da similaridade genética com M.
tuberculosis, 0 genoma do M. bovis tem sido
reduzido devido a delecdes, eventos
considerados Unicos e unidirecionais nessas
bactérias. Garnier et al. (2003)
demonstraram que a supressdao da
informacdo genética € importante na
representacdo do genoma e que o M. bovis
ndo apresenta genes Unicos quando
comparado com outros membros do MTC.

O crescente numero de projetos de
sequenciamento de genomas levou
investigadores de todo o mundo a
apresentar o uso de bancos de dados como
uma ferramenta rapida e conveniente para
armazenar e comparar sequéncias,
permitindo dessa forma, selecionar genes
potenciais para o diagndstico de agentes. O
GenBank, dispde de informacgdes Uteis que
tem contribuido com o desenvolvimento da
genbmica comparativa, explorada no ambito
de investigacdo sobre doencas infecciosas,
na compreensdao de relagdes filogenéticas e
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processos evolutivos que atuam sobre o
genoma.

Atualmente a pesquisa sobre a evolucéo e
epidemiologia molecular do complexo M.
tuberculosis tem sido feita explorando
multiplos marcadores tais como as Regides
de Diferenca (Direct repeats - DR),
Sequéncias de Insercdo (IS), Sequéncias
Repetidas em Série de Numero Variavel
(VNTR), Sequéncias Exatas em Tandem
(ETR), Polimorfismo de Nucleotideo Unico
(SNP), entre outros. Alguns desses
marcadores  tiveram uma importante
contribuicdo no  desenvolvimento  de
técnicas de diagndstico, enquanto outros
foram utilizados no desenvolvimento de
métodos de tipificagdo e estudos de
relagBes filogenéticas.

2.3.2. Estrutura da populagédo do M. bovis

Smith et al. (2003) descreveram a
populacdo de M. bovis como sendo uma
populacdo de estrutura irregular e néo
uniforme, que consiste em uma série de
grandes e pequenos complexos clonais.
Complexos clonais s&@o definidos como
grupos de cepas descendentes de uma
Unica célula que foi o ancestral comum mais
recente desse complexo clonal, e que
apresenta todas as caracteristicas derivadas
do ancestral comum mais recente (Smith,
2011). Para as bactérias, que néo
apresentam a sua diversidade limitada pela
reproducdo sexuada, a diversidade genética
pode ser decorrente de eventos como a
recombinacdo genética, translocacdes,
duplicacbes ou inversdes. No entanto, foi
observado que nos membros do MTBC nédo
houve nenhuma troca de material genético
entre linhagens (Smith et al., 2011).

As taxas muito baixas de homoplasias
(mutacgbes idénticas em diferentes
linhagens) e a congruéncia entre os
diferentes marcadores moleculares
encontrados a partir de reconstrucdes
filogenéticas dos membros do MTBC foram
observadas como uma consequéncia de
clonalidade (Comas e Gagneux, 2009). Isso
€ esperado em um organismo clonal porque
as homoplasias s6 podem ser geradas por
recombinacdo de material genético entre
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diferentes linhagens ou por eventos
independentes, como muta¢cBes repetidas
no mesmo locus (Maynard Smith e Smith,
1998).

A baixa diversidade de sequéncias dentro
do MTBC sugere que homoplasias
causadas por mutacdes repetidas ndo sdo
susceptiveis de serem observadas, a nao
ser que o locus esteja evoluindo sob alguma
forma de pressdo seletiva, por exemplo,
genes que conferem resisténcia a
antibiéticos, ou se um evento de mutacdo
gerar alelos similares em diferentes
linhagens (e.g., loci VNTR) (Smith, 2011).

A alta frequéncia com que alguns clones se
originam na populacdo pode ser explicada,
principalmente, pela sele¢cdo. No entanto, a
irregularidade observada na estrutura global
da populacdo de M. bovis e o dominio de
clones individuais poderiam ser o resultado
de um efeito fundador recente, ou seja, um
clone sendo introduzido em um novo habitat
e multiplicando-se na auséncia de
competicdo. Se todas as cepas tivessem
oportunidades iguais de sobrevivéncia,
entdo a estrutura da populacdo em geral
seria relativamente uniforme, com poucas
divis6es filogenéticas (Smith et al, 2003).

Cohan et al. (2002) sugerem que O0S
atributos mais importantes das espécies sdo
gue a divergéncia dentro da espécie esta
limitada por alguma forca coesiva, que essa
divergéncia é irreversivel e que as
diferentes espécies sdo ecologicamente
distintas. Para as bactérias, a for¢a coesiva
que provoca essa divergéncia dentro de um
grupo, os ecotipos, é a pressao seletiva. Um
novo ecotipo evolui quando uma cepa se
adapta a um novo nicho e se converte
imune a pressdo seletiva da populacdo
ancestral.

Embora 0s ecotipos nao sejam
reconhecidos como um rank oficial da
taxonomia bacteriana (Brenner et al., 2005)
0 seu conceito é importante para os estudos
de microevolugdo, j& que descreve uma
colecdo de cepas que mostram um certo
nivel de diferenciacdo ecolégica dentro da
sua espécie (Schloter et al.,, 2000). Os
ecotipos preservam a completa ou quase



totalidade do potencial fenotipico e
ecoldgico que caracteriza a espécie, sendo
capazes de explorar apenas um nicho
ecolégico  ligeiramente  diferente em
comparagao com suas espécies.

Smith et al. (2006) observaram que o0s
membros do MTBC podem infectar uma
série de grupos de hospedeiros adaptados
que se enquadram no conceito de ecotipo
proposto por Cowan et al. (2002). Cada
ecotipo tem preferéncia por um hospedeiro
distinto, representando o seu nicho, e
marcados por diferencas moleculares fixas
dentro de cada ecotipo.

2.3.3. Filogenia do M. bovis

Os primeiros estudos filogenéticos das
micobactérias foram realizados inicialmente
com base em similaridades fenotipicas
(Bergey et al., 1923, citado por Tortoli,
2011). O gene 16S RNA foi o primeiro, e
durante muitos anos, o Unico alvo de
sequenciamento genético em bactérias. Sua
funcdo essencial da sintese de proteinas
tem estado presente em todos o0s
organismos desde o inicio da evolug&o (Peix
et al.,, 2009). Um enorme salto qualitativo
ocorreu a partir da década de 60, com o
enorme  progresso do conhecimento
genético e mais recentemente com a
criagdo de bancos de dados de dominio
publico, que armazenam em tempo real,
sequéncias genéticas em toda parte do
globo (Tortoli, 2011).

Ap6s a conclusdo do sequenciamento do
genoma completo da cepa H37Rv de M.
tuberculosis, foi possivel realizar
comparacdes in silico do genoma, e a partir
dai  identificar  diversos = marcadores
gendmicos que pudessem contribuir com a
andlise  evolutva e com  estudos
epidemiolégicos acerca dos membros do
complexo M. tuberculosis.

Elementos repetitivos e delecbes
especificas em regibes cromossomicas,
identificadas como regi6es de diferenca ou
polimorfismo de longas sequéncias (LSP),
tém sido utilizados com sucesso para
determinar as relacdes filogenéticas entre
0s membros do complexo M. tuberculosis

(Brosch et al., 2002; Mostowy et al., 2005;
Smith et al., 2006).

2.3.3.1. Regides de diferenca (RD)

Um importante trabalho desenvolvido por
Brosch et al. (2002) propés um novo cenario
evolutivo para os membros do MTBC e
revelou 20 regides de diferenca no genoma
dessas espécies. Catorze delas
denominadas RD1-RD14 apresentaram uma
variacdo de tamanho entre 2 a 12,7 kb e se
mostraram ausentes no bacilo Calmette-
Guérin Pasteur quando comparadas com a
cepa H37Rv de M. tuberculosis. Seis delas
denominadas RvD1-RvD5 e TbD1l se
mostraram ausentes na cepa H37Rv
quando comparadas com outros membros
do complexo.

O ensaio foi realizado pela técnica da PCR
utilizando 100 cepas e contou com amostras
representativas de M. africanum, M. microti,
M. bovis, M. canneti, o bacilo Calmette-
guérin (BCG) e M. tuberculosis. Trés tipos
de delecdes entre as 20 regides reveladas
foram determinadas e apresentaram sua
importancia como marcadores evolutivos
(Brosch et al., 2002).

O primeiro marcador evolutivo, inclui
elementos genéticos mdéveis como profagos
phiRvl (RD3) e phiRv2 (RD11l) e
sequéncias de insercdo 1S1532 (RD6) e
IS6110 (RD5), cuja distribuicdo no bacilo da
tuberculose foi altamente divergente. O
segundo tipo de delecdo é mediado por
recombinag¢do homdéloga entre elementos de
insercdo 1S6110 adjacentes resultando na
perda do segmento de DNA interveniente
(RvD2, RvD3, RvD4 e RvD5), sendo
varidvel de cepa para cepa. O terceiro e
tltimo tipo inclui exclusbes cuja fronteira
com as regibes gendmicas normalmente
nao apresentam sequéncias repetitivas.
Muitas vezes essas dele¢Bes ocorrem em
regibes codificadoras, resultando no
truncamento de genes que ainda estédo
intactos em outros membros do complexo.
As regides RD1, RD2, RD4, RD7, RDS,
RD9, RD10, RD12, RD14 e TbD1l sao
representantes deste terceiro grupo (Brosch
et al., 2002).
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Os resultados encontrados para M.
tuberculosis mostraram que as RD citadas
no terceiro grupo sdo  altamente
conservadas, e que essas RD podem ser
utilizadas para diferenciar o bacilo humano
independente da sua origem geografica e
sugere que essas regidbes podem estar
envolvidas na especificidade do seu
hospedeiro (Brosch et al., 2002).

Os resultados apresentados para M. bovis
indicaram uma variabilidade das regides RD
suprimidas em funcdo dos diferentes
hospedeiros que sao susceptiveis ao bacilo
bovino. Com excecéo dos profagos, a cepa
classica de M. bovis ficou caracterizada pela
delecéo de oito RD (RD4, RD5, RD7, RDS,
RD9, RD10, RD12 e RD13). Em
contrapartida, as regides RvDs se
mostraram altamente conservadas e o ThD1
se mostrou presente em todos os isolados
de M. bovis (Brosch et al., 2002).

Curiosamente, as cepas de M. bovis
classicas isoladas da Argentina, Holanda,
Reino Unido e Espanha, bem como M. bovis
isolado de humanos, mostraram o maior
namero de dele¢des RD (RD4, RD5, RD6,
RD7, RD8, RD9, RD10, RD12 e RD13) e
parecem ter sofrido maior perda de DNA
quando comparadas com outros membros
do complexo (Brosch et al., 2002).

A analise das cepas M. bovis BCG
indicaram as mesmas dele¢bes da cepa
classica de M. bovis, no entanto outras trés
delecbes foram reveladas (RD1, RD2 e
RD14). Sugere-se que este evento tenha
ocorrido durante e apés o processo de
atenuacdo da cepa (Brosch et al., 2002). A
atual vacina BCG foi derivada de uma cepa
de M. bovis que foi atenuada por uma série
de passagens em meio de cultura
especifico. No entanto, depois de quase 50
anos de seu uso, a base genética para as
diferencas fenotipicas com o bacilo da
tuberculose e em grande parte
desconhecida (Fine, 1994).

O M. bovis fica classificado como o ultimo
membro de uma linhagem separada
representada por M. africanum (RD9) e M.
microti (RD7, RD8, RD9 e RD10) e teria se
ramificado do progenitor M. tuberculosis,
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representante  exclusivo da RD9. As
delecbes observadas caracteristicas de
cada espécie podem ter contribuido para a
expansdo clonal e o aparecimento de
patdgenos mais bem sucedidos em novos
hospedeiros. Os resultados levaram a
proposta de um novo cenario evolutivo para
0s membros do complexo e identificou o M.
tuberculosis ou 0 M. canneti como a espécie
mais estreitamente relacionada com o
ancestral comum do bacilo da tuberculose
(Brosch et al., 2002).

2.3.3.2. Elementos méveis (IS)

A maioria das mudancas encontradas no
genoma dos membros do MTBC esta
associada a elementos méveis conhecidos
como sequéncias de insercdo (IS),
constituidas por fragmentos pequenos de
DNA capazes de se auto-insertar dentro do
genoma das bactérias, conferindo
polimorfismo entre as cepas (Brosch et al.,
2002 e Amadio et al., 2005).

Estudos realizados revelaram seis tipos de
IS que se mostraram ativos e com
capacidade de se transpor de um local para
outro no DNA da bactéria. O elemento
movel mais observado foi a 1S6110, um
transposon exclusivo do complexo M.
tuberculosis, representado por uma
sequéncia de 1.361 pb, que pode ser
encontrado em grande variedade de numero
de copias (0 a 25) e em diferentes posi¢oes
no genoma, de acordo com a espécie. Essa
descoberta tornou possivel o]
desenvolvimento de uma técnica de
tipificagdo que introduziu o0s primeiros
estudos sobre a filogenia do MTBC. O
método, padronizado em 1993 por van
Embden e colaboradores é conhecido como
RFLP  (Restriction  Fragment Lenght
Polymorphism) e foi até poucos anos
considerado padrdo-ouro para genotipagem
de M. tuberculosis. No entanto, a técnica
revelou baixo poder discriminatorio para
isolados de M. bovis, caracterizados por
apresentar um baixo niumero de copias de
IS6110 (<6) (van Embden et al., 1993).



2.3.3.3. Sequéncias repetitivas DR (Direct
Repeat)

O elemento DR identificado por Hermans et
al., em 1991, revelou o locus DR, composto
de pequenas sequéncias repetidas de 36 bp
gue se intercalam com  pequenas
sequéncias espagadoras variaveis, que
podem conter de 34 a 41 bp. Dois anos
mais tarde, foi observada a natureza
polimérfica desse locus, o que levou ao
desenvolvimento subsequente do método
Spoligotyping, que baseado na variabilidade
da DR introduziu conceitos e ferramentas
mais modernas para a genotipagem do
complexo M. tuberculosis (Groenen et al.,
1993; Kamerbeek et al, 1997). O
polimorfismo  entre os isolados é
determinado pela auséncia ou presenca de
um ou mais espacadores (Aranaz et al.,
1996).

A técnica do spoligotyping permite a
tipificacdo dos membros do MTBC, sendo
nos dias de hoje, considerada a padrao-
ouro para genotipagem dessas espécies.
Sua aplicagdo tem sido muito atil na
determinacdo de complexos clonais de M.
bovis. Os padrdes do spoligotyping mudam
lentamente, permitindo aos investigadores,
a partir desta técnica, analisar a estrutura e
a histéria da populagédo. No entanto, a perda
de um espacador pode ocorrer de forma
independente em linhagens autébnomas
devido a ocorréncia de homoplasia e pode,
equivocadamente, identificar membros de
um complexo clonal (Smith et al., 2006).

A idoneidade de uma delecdo como um
marcador filogenético depende da
estabilidade e da constituicdo da regido
genbmica afetada; as exclusdes em regides
com elevada taxa de mutacdo, que podem
estar sujeitas a delecao, tais como regides
com genes ndo  essenciais (néo
codificantes) ou com DNA repetitivos néo
sdo indicadas como um alvo ideal
(Rodriguez-Campos et al., 2011).

Um trabalho realizado por Smith et al.
(2003) contou com a analise de 11.500
isolados de M. bovis na Gré-Bretanha
(Inglaterra, Pais de Gales e Escdcia) pela

técnica do spoligotyping. O foco do estudo
foi avaliar a expansao clonal dessa espécie
na regido. Sabendo que as trocas de
material genético entre os membros do
complexo é um evento raro, os autores
contaram com a hipétese de que os padrdes
do espoligotipo apresentam sinais
filogenéticos suficientes para reconstruir
eventos evolutivos recentes com alguma
confianca. As cepas com um mesmo padrao
de espoligotipo apresentam-se como um
conjunto de cepas derivadas da replicacao
clonal recente de uma Unica célula
ancestral. Dado que os padrdes do
espoligotipo mudam lentamente, foi utilizado
0o VNTR como um segundo sistema
genético, uma vez que o polimorfismo nos
loci VNTR muda rapidamente e pode ser
altamente variavel dentro de um grupo de
células que apresentam o mesmo padréo no
espoligotipo.  Foi concluido que a
distribuicio do ndmero variavel de
repeticbes em tandem dos tipos clonais
mais comuns é incompativel com a mutacao
aleatéria e a deriva genética, uma vez que
esses padrdes de VNTR tendem a ser
gerados por homoplasia ou por presséo
seletiva. Foi explicado em primeiro lugar que
de tempos em tempos um genoétipo VNTR
especial aumenta drasticamente sua
frequéncia. Se uma mutagcdo favoravel
ocorre seletivamente em qualquer lugar do
genoma, aumentara a frequéncia do
espoligotipo e do tipo VNTR da cepa que
apresenta a mutagdo seletiva favoravel.
Uma segunda explicacdo é a oportunidade
ecolégica, quando uma nova regido
geogréfica é invadida por novas espécies
hospedeiras e na auséncia de competicao,
0 genétipo se torna comum (Smith et al.,
2003).

Smith et al. (2006) realizaram um trabalho
utilizando dados dos padrbes de
espoligotipo para investigar a perda de
unidades espacgadoras nas cepas que
apresentaram a regido cromossémica RD9
deletada descrita por Brosch et al. (2002).
Foi observada a perda de alguns
espacadores (3, 9, 16, 39 e 40-43), de modo
que os padrdes do espoligotipo definiram
uma série de grupos de bactérias que foram
organizadas em clados.
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Estudos que segregam M. bovis em clados
sdo importantes porque o reconhecimento
de subpopulagdes ou clones especificos
com caracteristicas genéticas Unicas ou
padrées clinicos particulares podem
melhorar o0 entendimento acerca das
vantagens  adaptativas de  algumas
linhagens e de funcbes de genes
especificos na patogenicidade, além de
auxiliar no desenvolvimento de novas
estratégias para o combate a tuberculose
bovina (Rodwell et al., 2008).

2.4. Complexos clonais de M. bovis

Embora a tuberculose bovina tenha sido
relatada em todos os continentes onde ha
criacdo de gado, ficou assumido que este
patdégeno se originou em um lugar, de uma
s6 vez, e desde entdo tem sido distribuido
em todo o mundo (Smith et al., 2011).

Alguns complexos clonais de M. bovis foram
definidos pela presenca de delecdes
especificas, cada uma com o seu padrédo
especifico do espoligotipo. Dois estédo
geograficamente localizados na Africa
(RDAf1 e RDAf2) e um terceiro apresenta
distribuicdo global (RDEul). Em ambos os
estudos realizados, o spoligotyping foi
realizado inicialmente como um scanner
para identificar os membros de cada
complexo clonal. O complexo clonal Afl
(dominante em Camardes, Nigéria, Mali e
Chade) e o complexo Af2 (frequente na
Africa Oriental) foram identificados por Berg
et al. (2011) e Muller et al. (2009) e o
complexo clonal Eul (frequente na
Republica da Irlanda, Reino Unido e em
paises de outros continentes) foi identificado
por Smith et al. (2011).

Todos os membros do complexo clonal Afl
foram identificados pela delecéo
cromossémica especifica (RDAfl) e pela
auséncia do espagador 30 no spoligotyping.
As cepas de complexo clonal Afl foram
frequentemente encontradas e mostraram a
delecdo cromossdmica RDAf1l em 96% de
um total de 300 amostras de M. bovis
analisadas em Mali, Camardes, Nigéria e
Chade. Em outros paises da Africa como
Argélia, Burundi, Eti6pia, Madagascar,
Mocambique, Africa do Sul, Tanzania e
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Uganda a delecdo ndo foi observada.
Utilizando uma combinacdo do VNTR com o
Spoligotyping foi possivel mostrar que a
populacdo de M. bovis em cada uma dessas
regides é diferente, sugerindo que uma
mistura recente de estirpes entre os paises
ndo é comum nessa area da Africa. Além
disso, o padrdo do espoligotipo nédo foi
identificado nas amostras da Europa, Ird e
América do Sul, sugerindo que o Afl esta
geograficamente localizado (Muller et al.,
2009).

Ja o complexo clonal Af2 de M. bovis foi
definido pela delecdo cromossémica RDAf2
e pela associacdo com a auséncia dos
espacadores 3-7 no padrdo de espoligotipo.
O Af2 foi identificado com alta frequéncia
em isolados de M. bovis em Uganda,
Burundi, Tanzania e Eti6pia. As andlises
para deteccdo da delecdo cromossdmica
RDAf2 realizadas na Argélia, Mali, Chade,
Camardes, Africa do Sul e Mogambique ndo
identificou nenhuma cepa do complexo
clonal Af2, o que sugere que este complexo
clonal esta localizado na Africa Oriental. A
auséncia dos espacadores 3-7 foi raramente
observada entre os isolados fora da Africa e
0s poucos isolados detectados
apresentaram a RDAf2 intacta. Um dado
interessante observado foi que os membros
do AF2 de M. bovis apresentaram em sua
maioria quatro ou mais copias da 1S6110,
em contraste com a maioria das outras
cepas que possuem apenas uma ou poucas
coOpias. A delecdo RDAf2 se mostrou intacta
nas cepas do complexo clonal Afl, assim
como a dele¢cdo RDAfL se mostrou intacta
para as linhagens Af2, permitindo concluir
que as cepas dos complexos clonais Afl e
Af2 sdo mutuamente exclusivas e néo
compartilham qualquer historia filogenética
com o ancestral comum mais recente de
cada complexo clonal, sugerindo que a
mistura entre as populacdes de bovinos
nesses paises € pouco frequente (Berg et
al., 2011 e Smith et al. 2011).

Um terceiro complexo clonal denominado
Eul foi marcado pela exclusdo da regido
cromossémica RDEul. O complexo foi
identificado pela andlise de padrdes de
espoligotipo disponiveis no banco de dados
de M. bovis (www.mbovis.org). Mais de


http://www.mbovis.org/

1000 estirpes provenientes de mais de 30
paises foram analisadas. Inicialmente os
dados mostraram que os isolados da
Republica da Irlanda e do Reino Unido
estdo intimamente relacionados, e mais de
99% das cepas apresentaram a delecdo
RDEul. Dos 452 isolados de M. bovis e
outros animais na Republica da Irlanda, um
total de 20 padrdes de espoligotipo foram
identificados pela auséncia do espacador 11
e este se mostrou ausente em 99% dos
isolados. O complexo clonal Eul se fez
presente em menos de 14% dos isolados de
M. bovis na Franca, Espanha e Portugal e
se mostrou raro em outros paises da
Comunidade Européia e no Iran. No
entanto, foram encontradas com alta
frequéncia em paises que tiveram relacdes
comerciais de gado com o Reino Unido
(EUA, Africa do Sul, Nova Zelandia,
Australia e Canadd). Nas Ameéricas, com
excecao do Brasil, o Eul foi encontrado com
alta frequéncia na Argentina, Chile, Equador
e México, bem como América do Norte.
Uma pequena parte das cepas de Taiwan
ndo foi incluida no complexo clonal Eul,
mas surpreendentemente os isolados da
Coréia e do Cazaquistdio  foram
enquadrados no Eul. A explicacdo mais
simples para a distribuicdo desse complexo
clonal é que ele foi disseminado por bovinos
infectados do Reino Unido a antigos
parceiros comerciais, embora nao haja
evidéncia de dispersao secundaria desde
entdo. Essa foi a primeira identificacdo de
um complexo clonal de M. bovis disperso
globalmente que tenta explicar a grande
parte da distribuicdo atual global deste
importante patégeno veterinario que parece
ser resultado do recente comércio
internacional de gado (Smith et al., 2011).

Um quarto complexo clonal Eu2 também foi
identificado. Ao contrario dos outros ja
mencionados, este complexo foi definido
pela auséncia do espacgador 21 associado a
um SNP no gene guaA. Os isolados de M.
bovis membros do Eu2 sdo provenientes da
Peninsula Ibérica onde s&o encontrados
com alta frequéncia, enquanto na Franca,
Itdlia e llhas BritAnicas eles existem, mas
em uma frequéncia muito baixa. Estudos
anteriores revelaram que as cepas de M.
bovis em Portugal (Duarte al., 2008) e na

Espanha (Rodriguez et al.,, 2010) foram
caracterizadas pela auséncia do espacador
21 em 70% das amostras , enquanto na
Franca e na Italia o padrao encontrado para
0 spoligotyping foi o SB0120 (BCG-like)
(Haddad et al., 2001 e Boniotti et al., 2009).
A mutacao no gene guaA nao foi observada
nas cepas de referéncia dos trés complexos
clonais descritos anteriormente (AF1, AF2 e
Eul), sugerindo que o Eu2 identifica um
quarto complexo clonal de importancia
global.

Em resumo, o MTC é um grupo altamente
clonal de cepas (Smith et al.,, 2006) e a
diversidade genética entre o0s seus
membros podem em parte ser causadas por
exclusdes que deverdo representar eventos
genéticos (Gordon et al.,, 1999). Essas
exclusdes denominadas polimorfismos de
sequéncias longas tém sido exploradas na
intencdo de criar um novo cenario evolutivo
para o MTBC, baseado em regides de
diferenca (Brosch et al., 2002). Os SNPs
também tém sido utilizados, porém com
uma aplicacdo mais direcionada para
estudos de filogenia (Gutierrez et al., 2005 e
Smith et al., 2006).

Andlises acerca dos complexos clonais de
M. bovis representam atualmente, uma nova
ferramenta para a interpretagcdo e
exploracdo em massa de dados gerados
constantemente na rotina de
epidemiologistas moleculares, e ainda,
permite criar hipoteses para investigar a
distribuicdo demogréfica e a patogenicidade
deste importante patégeno veterindrio de
importancia global (Smith et al., 2006).

2.5. Diagndstico

Para realizagdo do diagnéstico da
tuberculose pode-se recorrer aos métodos
clinicos, alérgicos, bacterioldgicos,
soroldgicos elou anatomopatoldgicos
(Rosenberger, 1989) e moleculares.

O método diagndstico in vivo preconizado
para bovinos e prescrito para 0 comércio
internacional é o teste de tuberculina. O
teste consiste em provas cuténeas indiretas
realizadas pela inoculacdo intradérmica do
PPD (Derivado Protéico Purificado), um
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extrato de antigenos de M. bovis, com
detec¢do de inchaco local causado pela
hipersensibilidade retardada apés 72 horas
da inoculacéo (Tschopp et al., 2009).

O teste envolve a inoculacdo intradérmica
de tuberculina bovina e tuberculina aviaria e
€ utilizado para diferenciar os animais
infectados com M. bovis e 0s responsaveis
pela resposta a tuberculina bovina, como
resultado da exposicdo a  outras
micobactérias. Esta sensibilizacdo é
atribuida a antigénicos de reatividade
cruzada entre as espécies de micobactérias
e géneros relacionados (Tschopp et al.,
2009).

No exame post mortem, estudos
bacteriol6gicos e histopatolégicos das
lesGes macroscépicas permitem controlar o
diagndstico realizado em campo e avaliar a
eficacia das provas tuberculinicas
(Organizaciéon Mundial de la Salud, 1995).

O exame histopatoldégico pode aumentar a
confianca do diagnéstico, mas apenas o
isolamento  bacteriolégico do M. bovis
fornece um diagnostico positivo. Entretanto,
o longo tempo requerido para o isolamento
e identificagdo do M. bovis faz com que, nos
locais onde a prevaléncia da doenca é alta,
a cultura ndo seja solicitada, baseando-se o
diagnéstico apenas nas lesdes
macroscépicas encontradas durante o
exame post mortem (Brasil..., 2006).

A Dbacteriologia classica € considerada
padrdo-ouro no diagndstico de M. bovis. No
entanto, o0s métodos utilizados para
descontaminagdo do material comprometem
a sensibilidade. Além de destruir os
contaminantes, podem eliminar alguns
bacilos, dificultando o seu isolamento.
Também demandam uma grande
quantidade de bacilos viaveis (Zanini et al.,
2001), atrasando muitas vezes 0
diagnéstico devido ao crescimento lento
caracteristico das micobactérias do MTC
(Haddad et al., 2004).

Métodos de biologia molecular estdo sendo
desenvolvidos para detectar diretamente o
agente em amostras clinicas, para identificar
0 agente isolado pelos métodos classicos
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de bacteriologia e para avaliar a variacédo
genética dentro de uma espécie de
micobactéria (Brasil..., 2006).

A tuberculose é um exemplo de doenga
infecciosa em que as técnicas de biologia
molecular permitiram a obtencdo de
informacdes que seriam dificeis ou até
mesmo impossiveis de serem obtidas
através de métodos laboratoriais
convencionais (Supply et al., 2000, Supply
et al., 2001).

O diagnostico precoce é essencial para o
controle da doenca. A diferenciacdo das
espécies do MTBC depende de
caracteristicas fenotipicas, mas devido a
alta homologia do genoma, a identificacao
precisa de certas espécies se torna
trabalhosa e dificil (Eisenach et al., 1990).

A PCR tem sido cada vez mais utilizada
como uma alternativa rapida e sensivel para
o diagnéstico da tuberculose. A
diferenciagéo precisa dos membros do MTC
€ clinicamente importante, devido as
diferentes resisténcias naturais que cada
espécie apresenta para medicamentos
antituberculose e ainda contribui com
informacdes epidemiolégicas precisas que
permitem monitorar e rastrear os focos
propulsores da infeccdo (Reddington et al.,
2011).

2.6. Técnicas moleculares utilizadas para
genotipagem dos membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis

O advento de novas técnicas em biologia
molecular tem favorecido o aumento das
investigacdes sobre etiologia, deteccdo e
epidemiologia das doengas infecciosas
(Baptista, 2001).

A aplicacédo da genotipagem tem contribuido
no esclarecimento da estrutura clonal do
complexo M. tuberculosis, que se constitui
de distintas linhagens filogenéticas
caracterizadas pelas diferencas em suas
distribuicdes geograficas, imunogenicidades,
viruléncia e associa¢cbes com tuberculoses
multidroga-resistentes (Supply et al., 2003).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tschopp%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085784
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tschopp%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085784

Os métodos de genotipagem moleculares
mais comuns recorrem a amplificagdo por
PCR de regibes do genoma suficientemente
estaveis para servirem de marcador
epidemiolégico, mas com  potencial
polimorfismo para diferenciar estirpes sem
relacdo epidemiolégica entre si. No caso
dos membros do MTBC, estas técnicas
incluem o 1IS6110-RFLP, o Spoligotyping (de
"spacer”, "oligonucleotide" e "typing") e a
andlise de MIRU-VNTR (Mycobacterial
Interspersed Repetitive Unit - Variable
Number Tandem Repeats) (Duarte et al.,
2007).

2.6.1. RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

Van Embdem et al. publicaram um protocolo
padrdo no ano de 1993, aceito
internacionalmente, para tipificar isolados de
M. tuberculosis, avaliando a presenca da
sequéncia de insercdo 1S6110 pela
deteccdo do polimorfismo do tamanho de
fragmentos de restricdo  (Restriction
Fragment Length Polymorphism — RFLP). A
IS6110 € um transposon exclusivo do
complexo M. tuberculosis, representado por
uma sequéncia de 1.361 pb, que pode ser
encontrado em grande variedade de nimero
de copias (0 a 25) e em diferentes posicdes
no genoma, de acordo com a espécie (Van
Embdem et al., 1993). O perfil encontrado
em cada isolado é determinado pelo padréo
de bandas eletroforéticas geradas em gel de
agarose (Foxman e Riley, 2001).

Apesar de o seu alto poder discriminatorio,
esta técnica apresenta algumas
complicagBes como a necessidade de uma
grande quantidade de DNA, mé&o-de-obra
intensiva e qualificada, possiveis erros na
interpretacdo dos resultados e por ser um
método baseado em gel (Soolingen, 2001).
Adicionalmente, n&@o tem poder de
discriminagéo suficiente para cepas como o
M. bovis, que apresentam poucas cOpias de
IS6110 (<6); o que é parcialmente superado
usando métodos adicionais de tipagem, tais
como spoligotyping (Cowan et al, 2005).

O RFLP introduziu os primeiros estudos
sobre filogenia dos membros do MTBC e

tem sido utilizado por muitos pesquisadores
em uma variedade de  questdes
epidemioldgicas, tais como confirmagao de
surtos em instituicdes, identificacdo de
surtos  esporadicos de  tuberculose,
avaliacdo de fatores de risco para infec¢des
recentes ou doengas em progressao rapida,
rastreamento e distribuicdo geogréafica de
cepas e avaliacdo de contaminacdo
laboratorial cruzada com o M. tuberculosis
(Foxman e Riley, 2001).

2.6.2. Spoligotyping

A tipagem pelo spoligotyping baseia-se na
amplificagdo por PCR do DNA presente no
l6cus denominado de regido de repeticao
direta (Direct Repeat — DR), presente
exclusivamente no genoma de
micobactérias do complexo M. tuberculosis
(Kamerkeek et al., 1997).

O elemento DR foi identificado por Hermans
et al. em 1991. O locus DR, que caracteriza
a técnica do spoligotyping, € composto de
pequenas sequéncias repetidas de 36 bp
gue se intercalam com  pequenas
sequéncias espacadoras Vvariadas, que
podem conter de 34 a 41 bp. A associacdo
de um espacgador e uma sequéncia continua
DR é chamada DVR (Hermams et al., 1991).

A ordem dos espacadores e
aproximadamente a mesma em todos o0s
isolados, a diferenca esta na ocorréncia de
insercdes e delecbes dos espacgadores, de
modo que o polimorfismo de varios isolados
pode ser comprovado com base na
presenca ou auséncia de um ou mais
espacadores (Aranaz et al, 1996). O
namero de DRs varia entre as espécies do
complexo M. tuberculosis e no M. bovis
caracterizam-se  pela auséncia das
sequéncias espacadoras 3, 9, 16 e 39 a 43
(Kamerbeek et al., 1997).

A técnica do spoligotyping € uma técnica de
hibridizacgdo de linha reversa em blot
(Haddad et al., 2004) e envolve duas
etapas. A primeira consiste na amplificacao,
por PCR, dos espacadores presentes entre
as regibes DR. Uma das vantagens desta
técnica € que somente um par de
iniciadores, a e b, especifico as duas
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extremidades das sequéncias DR, sédo
necessarios para amplificar todos os
espacadores presentes. O iniciador a esta
ligado a uma enzima, a fim de permitir a
deteccdo dos produtos amplificados. O
objetivo da segunda etapa € revelar quais
espacadores foram amplificados nos
isolados que estdo sendo analisados. Esta
etapa envolve a hibridizacdo dos
espacadores a uma membrana usando um

miniblotter. Nesta membrana,
oligonucleotideos  correspondentes  aos
diferentes espacadores estédo
covalentemente ligados. Os produtos

amplificados s&@o depositados nos angulos
certos nas linhas dos oligoespagadores e a
presenca de um espacador é revelada por
um ponto de insercdo dos oligonucleotideos
e as linhas de amplificagdo usando um
método quimico. No spoligotyping
convencional, usando o minoblotter, até 45
isolados podem ser comparados ao mesmo
tempo (Aranaz et al., 1996, Cousins et al.,
1998, Haddad et al., 2004).

O spoligotyping fornece um sistema de
tipificagcdo que pode ser utilizado em um
grande numero de isolados e os resultados
podem ser apresentados de uma forma
binaria padronizada; o que foi uma grande
vantagem sobre as outras técnicas, uma vez
que permitiu pela primeira vez a realizagcédo
da comparacdo de resultados entre
laboratérios (Smith, 2003). A criacdo de
bancos de dados com perfis genotipicos dos
membros do MTBC denominados
espoligotipos tem facilitado a comparagéo
dos perfis genotipicos encontrados nas
diferentes regides do mundo, permitindo
uma melhor compreensédo da dindmica da
doenca (Filliol et al., 2002). Estes bancos
conttm uma distribuicdo global e
filogenética dos espoligotipos mundiais
(Sola et al., 2001).

A técnica é rapida, de baixo custo, e permite
detectar e tipificar simultaneamente os
membros do MTBC. Também permite
distinguir especificidades geograficas entre
0s seus espoligotipos, de modo que alguns
isolados agrupados em familias possam ser
relacionados a uma determinada populacao,
regido geogréafica e até a propria histéria da
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disperséo da tuberculose no mundo (Sola et
al., 1999).

2.6.3. VNTR (Variable Number Tandem
Repeat)

Os VNTR estdo presentes nas regides
intergénicas e ndo intergénicas do genoma,
de modo que podem interferir nos processos
de regulacdo da célula. Possuem funcdes
nas trocas moleculares nos organismos, na
regulacéo da transcricdo e possivelmente na
traducao (van Belkum, 1999). A tipificacédo
pelo VNTR ¢é realizada com base no
polimorfismo dos ndmeros de sequéncias
repetitivas organizadas em tandem no DNA.
(van Belkum et al., 1998).

Sequéncias repetitivas em tandem foram
observadas pela primeira vez no genoma de
eucariotos. Sua distribuicdo no genoma se
mostrou bastante dispersa e as sequéncias
foram relatadas com um grande numero de
copias. Os loci com pequenas sequéncias
repetidas de 1-13 bp foram identificados
como microsatétlites e aqueles com
sequéncias repetidas de 10-100 bp como
minisatélites (Tautz e Renz, 1984; Tautz e
Schlotterer, 1994). Muitos desses loci
possuem hipervariabilidade em seus
nameros de repeticbes em humanos e
animais, o que levou a denominagéo de loci
VNTR (Variable Number Tandem Repeat)
(Nakamura et al., 1987).

O método tem como base a amplificacao
por PCR utilizando iniciadores especificos
para as regifes flanqueadoras dos VNTR e
a determinacdo dos tamanhos dos produtos
de PCR, que refletem os numeros de copias
das VNTR amplificadas (Frothingham e
Meeker-O'Connell, 1998). Os produtos
amplificados sdo separados por eletroforese
em gel de agarose, o tamanho dos
fragmentos é verificado, e posteriormente é
calculado o numero de alelos. O
polimorfismo nos loci do tipo repeticdo em
tandem pode ocorrer como uma varia¢éo no
numero de unidades repetidas ou como
uma mudanca de nucleotideos, gerando em
ambos os casos uma variagao alélica (van
Belkum et al., 1998). Os resultados podem
ser observados em um formato numérico



simples, adequado para o estudo da
epidemiologia  molecular e  agentes
infecciosos  (Frothingham e  Meeker-
o’Connell, 1998).

Em 1997, Supply et al. identificaram 29 loci
presentes no genoma dos membros do
complexo Mycobacterium tuberculosis, que
denominaram de Mycobacterial Interspersed
Repetitive Unitis (MIRU), sendo estes
similares as sequéncias de minisatélites
descritas no genoma humano. Em 2000,
Supply et al. pesquisando o genoma da
cepa H37Rv de M. tuberculosis através do
BLAST (Basic Local Alignment Searh Toll),
identificaram 12 novos loci em adicdo aos
29 identificados anteriormente (Supply et al.,
1997), totalizando 41 locais em todo o
cromossomo de M. tuberculosis H37Rv,
sendo que desses, 12 exibiram
polimorfismos no ndmero de coépias entre
isolados ndo relacionados de M.
tuberculosis (Supply et al., 2000).

No decorrer dos anos outros trabalhos
foram realizados e segundo Price-Carter et
al. (2011) o nudmero de marcadores
utilizados pela técnica VNTR atualmente
dispde de 45 loci VNTR; 43 declarados a
partir de estudos de M. bovis (Le Fléeche et
al., 2002, Smith et al.,2003, Roring et al.,
2004) e M. tuberculosis (Le Fléche et al.,
2001, Supply et al.,, 2006) e os dois loci
restantes identificados por Le Fléche et al.
(2001).

Os MIRU estdo dispersos em regides
intergénicas do genoma do complexo M.
tuberculosis e tem se mostrado Uteis para
genotipagem desses isolados. Os
marcadores utilizados possuem de 40 a 100
bp e correspondem a marcadores
importantes para estudos evolutivos e
filogenéticos (Supply et al.,, 1997). Séao
classificados em trés classes (I, Il, 1lI) com
base no seu comprimento, sequéncia
nucleotidica e organizacdo. As sequéncias
do tipo | contém aproximadamente 77 bp
enquanto as sequéncias dos tipos Il e Ill sdo
caracterizadas por um intervalo (gap) de 24
e 15 bp nas extremidades 3’ e 5 das
sequéncias do tipo I, respectivamente.
Sequéncias mistas dos tipos lI/lll, contendo

gaps também foram relatadas (Supply et al.,
1997).

Alguns MIRU podem conter um open
reading frame (ORF), ou seja, uma porcdo
do genoma que contém uma sequéncia de
bases que pode codificar uma proteina.
Estas ORF possuem os co6dons de
terminacdo e de iniciacdo dos seus
flanqueadores genéticos (Supply et al.,
1997). Estes flanqueadores estdo
envolvidos em diversos mecanismos
metabdlicos e regulatérios, incluindo a
biossintese ou degradacéo dos lipideos, dos
acidos nucléicos e das proteinas, producdo
de energia ou transdugdo de sinais.
Nenhuma relagdo Obvia pode ser
encontrada entre a fungcdo desses genes e o
polimorfismo dos flanqueadores dos MIRU
(Supply et al., 2000).

O MIRU mostrou-se igualmente aplicavel
para tipagem de Mycobacterium bovis
(Cowan et al.,, 2002) apresentando alto
poder discriminatério para cepas com
poucas copias de 1S6110 quando
comparado com RFLP 1S6110 (Lee et al.,
2002).

Os loci genéticos contendo VNTR formam a
base do mapeamento genético humano e
sdo usados na medicina forense humana e
nos testes de paternidade (Nakamura et al.,
1987). Também séo ferramentas de grande
valor nos estudos de varios aspectos
evolutivos, assim como o0s estudos de

genética populacional nos eucariotos
(Epplen et al., 1997).

2.6.4. MST (Multispacer Sequence
Typing)

O Multispacer Sequence Typing € um dos
métodos de  genotipagem utilizados
atualmente em estudos de epidemiologia
molecular. A discriminacdo de estirpes de
microrganismos por essa técnica é feita pla
deteccdo de polimorfismos em varias
regibes do genoma (Drancourt et al., 2004).
O MST foi desenvolvido por Michael
Drancourt et al. (2004) quando investigavam
cepas de Yersinia pestis, bactéria altamente
patogénica causadora da peste negra,
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doenca bacteriana infecciosa que acomete
homens e animais. A idéia surgiu do
resultado de um estudo realizado por
Andersson et al. (1998) com o genoma de
Rickettsia prowazekii onde foi detectado a
presenca de sequéncias espacgadoras
intergénicas, caracterizadas por sofrer uma
pressdao evolutiva menor do que as
sequéncias codificadoras de proteinas,
sugerindo que pudesse haver variacdes ao
nivel de nucleotideo nestas regides,
possibilitando diferenciar microrganismos
intimamente relacionados (Andersson et al.,
1998).

Diante dessa informacgéo, Drancourt et al.
(2004) sugeriram de que 0 sequenciamento
de vérias regides espacadoras intergénicas
poderia permitir a determinacdo de um
biotipo especifico padrdo de Y. pestis,
desenvolvendo, entdo, o Multispacer
Sequence Typing. Os resultados
confirmaram a hip6tese e permitiram a
validacdo desse método como uma
ferramenta Util para genotipagem desse
agente.

Todas as investigacbes realizadas com
base no MST tiveram ocorréncia na Franga
e desde o ano de 2004 a técnica ja foi
aplicada para Bartonella quintana, Rickettsia
conori, Rickettsia prowazekii, Coxiella
burnetii, Bartonella henselae,
Mycobacterium avium e Mycobacterium
tuberculosis e se mostrou bastante eficaz
em todos os estudos realizados (Djelouad;i
et al., 2008).

O MST é um método que demanda
pequenas quantidades de DNA e se mostra
vantajoso por ser uma técnica baseada em
sequenciamento, 0 que permite reconhecer
toda a diversidade genética dos marcadores
utilizados e ainda permite a comparagéo de
resultados in silico. Os dados gerados pelo
emprego do MST podem contribuir para o
fortalecimento de informacdes
epidemiolégicas, uma vez que podem
auxiliar nas andlises sobre a dinamica da
populacdo de microrganismos, na deteccdo
de contaminacgdes cruzadas em
laboratérios, na determinacdo de rotas de
transmissdo de doencas, na identificacéo de
surtos infecciosos e no reconhecimento de
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fontes de contaminagdo (Djelouadji et al.,
2008).

O uso da bioinforméatica constitui o primeiro
passo na aplicacdo da técnica. E pela
utilizac@o de um banco de dados genémicos
gue serd possivel definir as regides no
genoma bacteriano que ir4 constituir o
estudo. O National Center for Biotechnology
Information (NCBI) é uma divisdo da
Biblioteca Nacional de Medicina (National
Library of Medicine) nos Estados Unidos
responsavel pelo desenvolvimento de novas
tecnologias para auxiliar no entendimento
de processos genéticos e moleculares
fundamentais para o controle de doencas e
da saude. O NCBI é um sitio que alberga
todas as sequéncias de DNA do GenBank
desde 1992. Oferece vérias ferramentas de
bioinformatica, que permitem ao usuario
analisar in silico sequéncias de DNA, RNA e
proteinas, sendo o BLAST (Basic Local
Alignment  Search  Tool) uma das
ferramentas mais utilizadas. O NCBI permite
a comparacdo de resultados de pesquisas
realizadas em todo o mundo, acelerando e
otimizando as investigagbes em nivel
molecular (Benson et al., 2008).

A andlise comparativa de genomas é uma
abordagem relativamente recente. Teve
inicio com o sequenciamento dos primeiros
genomas na década de 1990 e suas
ferramentas mais importantes sao
procedentes de técnicas classicas de
analise de sequéncias algoritmicas com
base no alinhamento global e local, métodos
de analise filogenética e as implementacdes
destes algoritmos (Thompson et al., 1994).

O uso de ferramentas de bioinformética na
aplicacdo da técnica MST € de suma
importancia. Em todos os estudos
realizados até o momento, a técnica foi
aplicada de forma diferenciada somente nas
etapas que correspondem as andlises in
silico para selecdo de regides espacadoras
intergénicas e analise de resultados de
modo geral. Isso ocorre devido a ampla
variedade de softwares disponiveis, criados
na tentativa de organizar e facilitar o acesso
eficiente e rapido as informacdes geradas
pelos projetos de pesquisa de pequena e
grande escala.



A determinacao das sequéncias
espacadoras intergénicas requer varias
etapas. A primeira delas € localizar as
sequéncias bacterianas no GenBank,
programa que funciona como um portal que
da acesso a todas as informacOes
disponiveis ja descritas sobre a sequéncia
alvo. Dados de taxonomia, filogenia,
localizacdo da sequéncia no genoma,
sequéncias de aminoacidos, regides
codificadoras de proteinas no genoma,
referéncias bibliograficas e uma série de
outras informacdes estdo a disposicdo de
investigadores (Benson et al, 2008).

Uma vez localizadas no GenBank, as
sequéncias deverdo ser alinhadas. O
alinhamento busca alcancar niveis méaximos
de identidade com o objetivo de estimar o
grau de similaridade e possivel homologia
entre duas ou mais sequéncias. A
comparacdo e as analises do alinhamento
sdo normalmente realizadas no BLASTn
(Standard Nucleotide BLAST). A
comparacdo das sequéncias alinhadas ira
determinar regides espacadoras que podem
ser utilizadas no estudo (Drancourt et al.,
2004).

ApoOs o alinhamento pelo BLASTn essas
sequéncias podem ser exportadas para
softwares como GeneComp
(www.genecomp.com/) e EMBOSS
(http://emboss.sourceforge.net/), ferramentas
utilizadas para visualizar e analisar a
variagdo existente entre essas sequéncias,
destacando no genoma regibes de
repeticdo, insercdo, delecdo e rearranjos de
segmentos gendmicos (Li et al.,, 2006;
Djelouadji et al., 2008).

Nesse momento serdo  visualizadas
centenas de sequéncias intergénicas
varidveis que poderiam ser usadas no
estudo. Todas elas devem ser exportadas
para 0o CLUSTALW  (www.ebi.ac.uk/
clustalw/), um software que executa
alinhamentos miltiplos e permite realizar
triagens que irdo selecionar somente as
sequéncias de interesse de acordo com
critérios estipulados pelo investigador. Por
exemplo: i) que haja um grau de
similaridade entre as sequéncias entre 70 e
99% (garantindo a variabilidade minima e

maxima dos espacadores); i) que o0s
espacadores ndo sejam <150 bp e nem
>600 bp; iii) que as diferencas entre as
cepas sejam > 4bp; iv) que os espacadores
intergénicos conservados para ambos os
genomas possam ser determinados pelo
grau de similaridade e variabilidade, dentre
outras.

Uma vez definidas as regides intergénicas
do estudo, as sequéncias especificas dos
iniciadores para os segmentos gendmicos
de interesse devem ser determinadas.
Muitos autores fazem uso do programa
Primer3  (primer3.sourceforge.net) para
desenhar os iniciadores e ressaltam que o
desenho é fundamental para o sucesso da
PCR. Deve-se verificar a especificidade dos
iniciadores desenhados realizando um
BLASTn e comparando o0s resultados
disponiveis no GenBank. (Li et al., 2006;
Djelouadji et al., 2008).

O proximo passo é feito no laboratério e
consiste das seguintes etapas: extracdo de
DNA das amostras que compdem o estudo,
padronizacdo de um protocolo de PCR para
cada iniciador alvo do estudo e
sequenciamento dos fragmentos de
interesse (pode ser feito pelo método de
escolha do investigador).

A etapa mais importante consiste na andlise
dos dados obtidos pela eletroforese capilar.
Atualmente existe uma ampla variedade de
softwares e algoritimos disponiveis, que
utilizam sequéncias de nucleotideos para
recuperar os padrées genéticos e evolutivos
das relagcdes entre o0s organismos. A
escolha do programa, assim como o modelo
estatistico empregado no estudo, sera feita
com base no objetivo do investigador e nos
diferentes padrdes polimorficos obtidos
entre as amostras durante o experimento
(Posada e Crandall, 1998).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Delineamento experimental
Foram analisados DNA de 58 amostras de

M. bovis procedentes de seis estados
brasileiros. O trabalho foi organizado da
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seguinte forma: com a finalidade de verificar
a diversidade genética das regides
espagadoras propostas neste trabalho,
inicialmente, 15 isolados de M. bovis foram
escolhidos aleatoriamente e foram
sequenciados para cada uma dessas
regibes. As sequéncias geradas pelo
sequenciamento foram comparadas com a
cepa padrdo AF2122/97  (Genbank:
NC_002945.3) obtida in silico. As regifes
espacadoras que ndo revelaram a
ocorréncia de eventos genéticos como
repeticio em tandem, dele¢éo, insercéo ou
SNP foram excluidas deste trabalho e as
gue revelaram variabilidade genética foram
sequenciadas para o restante das amostras
gue compuseram o estudo.

3.2. Amostras

Para a realizagcdo do trabalho foram
utilizadas 58 amostras de tecidos com
lesbes sugestivas de tuberculose bovina
procedentes de rebanhos bovinos de seis
estados brasileiros: Minas Gerais, Goias,
Rio Grande do Sul, Parana, Sdo Paulo e
Mato Grosso (Tab. 1).

O isolamento do agente M. bovis nas
amostras foi feito pelo Setor de Diagnéstico
de Doengas Bacterianas (DDB) pertencente
ao Laboratério Nacional Agropecuario de
Minas Gerais (LANAGRO/MG).

Aproximadamente 0,2 mL de inéculo de
cada amostra foram semeadas
separadamente em tubos contendo meio
Stonebrink e incubadas em estufa a 36°C +
1°C, por até 10 semanas, sendo a
identificacdo dos isolados feita mediante a
realizagdo de provas bioquimicas (Mota,
1985; Kent e Kubica, 1985; Kantor, 1998;
Grange et al.,, 1996; Bovine..., 2004). As
amostras que apresentaram UFC (Unidade
formadora de colbnia) tipica de M. bovis
tiveram suas coldnias transferidas para um
Eppendorf contendo aproximadamente 1,5
mL de tampéo TE 1x (10mM Tris-HCI (pH
8.0) ,1mM EDTA) e foram inativadas a 87°C
+ 1°C por 1 hora em banho-maria.
Posteriormente  foram enviadas ao
Laboratério de Biologia Molecular (LBM) da
mesma instituicdo para realizacdo de testes
de identificagdo também por PCR (Reacao
em Cadeia da Polimerase). O isolamento
ocorreu entre os anos de 2006 e 2010 e
atualmente os isolados compdem o banco
de amostras dessa mesma instituicdo.
Também foram utilizadas quatro amostras
padrdo de Mycobacterium: CR0O1 M. bovis,
CR02 M.bovis AN5, CR13 M.bovis BCG e
CR36 M.bovis México, cedidas pelo
Laboratério de Biologia Molecular aplicada a
Micobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz
(IoOC - FIOCRUZ) - Rio de Janeiro,
totalizando uma amostragem de 62 isolados
de M. bovis.

Tabela 1. Amostras de M. bovis procedentes de rebanhos bovinos de seis estados brasileiros
(Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Parané e S&o Paulo) isoladas entre os

anos de 2006 a 2010.

Estado MG GO MT RS PR SP
Ano Total
2006 13 - - - - - 13
2007 15 - - - - - 15
2008 4 2 - - - - 6
2009 14 1 1 1 - 1 18
2010 2 - - - 1 3 6
Total 48 3 1 1 1 4 58
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3.3. Local

O experimento foi realizado no Laboratério
de Biologia Molecular do Laboratorio
Nacional Agropecuario de Minas Gerais
(LANAGRO/MG) da rede laboratorial do
Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). O trabalho contou
com o apoio do Setor de Diagnéstico de
Doencas Bacterianas (DDB) da mesma
instituicdo e do Laboratério de Genética
Animal do Departamento de Zootecnica da
Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais - UFMG.

3.4. Extracdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA de cada amostra foi
realizada a partir de 200 pL de suspensao
bacteriana aliquotada em um tubo de 1,5 ml,
constando de adicdo de 60pL de lisozima
(10mg/mL, SIGMA, EUA), agitacdo em
vortex e incubacao em bloco térmico, a 37°
C por 1h; logo apés, foi adicionado 40 pL de
Proteinase K (10 mg/mL, Invitrogen, EUA),
seguido por agitacdo em vortex e incubagéo
em bloco térmico, a 56° C por 18h. Foi
adicionado em cada tubo 500uL de Fenol
saturado pH 8.0, seguido de agitacdo em
vortex e centrifugacdo a 11.000 x g por 2
min. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo, com posterior adigdao de 300uL
de etanol absoluto e 30uL de alcool
isoamilico, homogeneizados por inversdo e
centrifugados a 11.000 x g por 30 min. O
sobrenadante foi desprezado e os tubos
submetidos a aquecimento em bloco térmico
a 40° C por 30min para secagem do
sedimento de DNA formado. O DNA foi
ressuspendido em 100uL de tampao TE (10
mM Tris HCI, 1mM EDTA,pH 8.0) e
armazenados a —20°C até o momento do
uso (Sambrook, 1989, modificado).

3.5. Avaliacdo do grau de pureza do DNA
extraido

A pureza do DNA foi determinada a partir da
leitura de absorbdncia em  260nm
(concentragdo do DNA em mg/mL) e em
280 nm (quantificacdo de proteinas) no
Nanovue® (GE Healthcare, EUA). A relacéo
260/280nm foi utilizada como indicativo de
grau de pureza do DNA obtido e mostrou-se
adequado em todas as amostras utilizadas
neste estudo (Boletim técnico TO042-
NanoDrop Spectrophotometers - Thermo
Fisher Scientific).

3.6. Selecdo dos iniciadores e
padronizacao das reacfes de PCR

Neste estudo foram utilizados 14 pares de
iniciadores propostos por Djelouadji et al.
(2008) ao padronizar o MST para
genotipagem de M. tuberculosis (Tab.2).

A padronizacdo das reacbes de PCR foi
feita a partir de testes com os iniciadores em
diferentes concentragdes (0,25 pmol, 0,5
pmol e 0,75 pmol) e em diferentes
temperaturas (50°C a 67°C) utilizando o
Termociclador Px2 Thermal Cycler (Milford,
MA, EUA). Reagbes de 20 pL foram
padronizadas com as seguintes
concentra¢des de reagentes: 0,25 pmol/pL
para cada iniciador, 20% de tampao Go Taq
Green® 5x (Promega, EUA), 1,5 mmol
MgCl,, 200 mmol/L dNTP (Invitrogen, EUA),
1uU JumpStart® Tag DNA Polymerase
(Sigma, EUA). Como controles positivos
foram utilizados as amostras padrdo M.
bovis CR02 e M. tuberculosis CR23 e como
controle negativo a reacdo de PCR sem
aplicagdo de DNA. As condicdes de
amplificacdo das reacbes de PCR
determinadas para os iniciadores propostos
neste estudo séo exibidos na tabela 2.
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Tabela 2. Iniciadores utilizados para amplificacdo por PCR de DNA de M. tuberculosis propostos por Djelouad;ji et al. (2008) e ciclagem
padronizada para amplificacdo por PCR das regides espacadoras alvo do estudo.

Posicéo da sequéncia

no genoma da cepa Produto Ciclagem para amplificagcéo por PCR no
Espacador ORF . Oligonucleotideos de PCR -
H37Rv (Genbank: (bp) termociclador
AL123456) P
Proteina hipotética 71487 GCTGGCCGATCTGCGCGC 5 min (1) 25 seg (40x) 5 min (1x)
conservada
MST1 oot hiotet 308
roteina hipotetica 71795 GATGGTCTCCCGGCTGAT 94°C 95°C  56°C  72°C 72°C
conservada
Mce- Proteina da . .
familia MCEF1 206690 GCCCGGCCAGCGGTGAACTGG 5 min (1x) 25 seg (40) 5 min (1x)
MST2 Proteina de 338
membrana associada 207028 GCGCCAAGGCCACCGGCCAA 94°C 95°C  67°C  72°C 72°C
Mce
Proteina hipotética 1622918 TCGAGGATTCTGGGACTAT 5 min (1) 25 seg (40x) 5 min (1x)
conservada
MST3 e 275
Proteina hipotética 1623193 CTGTGGCAGGCTCCCGGTAG 94°C 95°C  56°C  72°C 72°C
conservada
Ublaunol Citocromo 2461301 ATGGGTTCGCCAGACGGCGAG 5 min (1) 35 seg (35%) 5 min (1)
MST4 - 305
il 2461606 GATCAGCTACGGGTTGGCCG 94°C 95°C  58°C  72°C 72°C
trans-membrana
Proteina reguladora . .
Ao ora] 3423121 CGGCCAGCCGCGGCGGACGA 5 min (1) 25 seg (40x) 5 min (1x)
MST5 besid | 201
eslarogenase acl ° o o o o
CoA PADESS 3423412 GATTGCGTTGCTGGACGGCCC 94°C 95°C  65°C  72°C 72°C
Helicase Hely ATP- . .
dependents DNA 2351811 CTGTGAGATCGGTGTGCTTT 5 min (1x) 25 seg (40x) 5 min (1x)
MST6 Sec-Proteina 603
translocase 2352414 CTGCTGATCGTGATGCTGAA 94°C 95°C  56°C  72°C 72°C
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Posicéo da sequéncia

no genoma da cepa Produto Ciclagem para amplificagcéo por PCR no
Espacador ORF . Oligonucleotideos de PCR -
H37Rv (Genbank: (bp) termociclador
AL123456) P
Proteina hipotética 2401532 GCACCGGATTCAACGTATTC 5 min (1) 35 seg (35x) 5 min (1x)
conservada
MST7 oroteina Moot 507
roteina nipotetica o o ° o °
oneenidn 2402039 TAGTAGGGCACTAGCACCTC 94°C 95°C  56°C  72°C 72°C
MST8 Pmt‘ﬁ,‘g"_";’é‘égm”'a 2424819 GCCGCAATCACAAACGACAT 5 min (1x) 35 seg (35x) 5 min (1x)
455
(MT2221) Prom'ggﬂ‘i’gl:'ﬁ:‘?a" a 2425274 GCTACTTCGACGACGTGTAT 94°C 95°C  56°C  72°C 72°C
Proteina integral
conservada de 2990382 CTTCATGACGTTGGATCGCT 5 min (1x) 35 seg (35x) 5 min (1x)
MST9 membrana 525
Pmtce(;rqge%";c(’;gt'ca 2990907 CGCAATGCGACTCGAATTTC 94°C 95°C  54°C  72°C 72°C
RNA p"!i’gﬁ{gse fator 3023146 CTTTGGGCGATTTCATCGAG *
MST10* _ 481
Repressora/ativadora 3023627 CTCTTCCTCGAGGTCGTAGAT *
dependente de ferro
MST11 Proteina hipotética 577151 AGGTGTTAGAGGTGGTGGAT 5 min (1x) 35 seg (35X) 5 min (1x)
conservada
Proteina integral 692
(ETR-C) conservada de 577843 AACCAAAGTCATATTGGGATGA 94°C 95°C  55°C  72°C 72°C
membrana
MST12 Putativo histidina 580482 GTTGATCGAGGCCTATCACG 5 min (1x) 25 seg (40x) 5 min (1x)
quinase Senx3
Proteinas de 637
(ETR-D) transducao sensorial 581119 GAATAGGGCTTGGTCACGTA 94°C 95°C 60°C 72°C 72°C

Regx3
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Posicéo da sequéncia

Espacador ORF no genoma da cepa Oligonucleotideos E;Oggtlg Ciclagem para amplificacéo por PCR no
pag H37Rv (Genbank: 9 (bp) termociclador
AL123456) P
MST13 meo‘r’:‘eﬁg’;gt'ca 1955383 CGAGTTCACCGTCCATCATC 5 min (1) 35 seg (35x) 5 min (1x)
o 554
(Mtub21) P“’te'ggn?ce“'i'ﬁ’;@ao a 1955937 GAGACAACGGTCATCGACTT 94°C 95°C  56°C  72°C 72°C
Proteina reguiadora 3595692 CATAGTGAGGAGTAACGACTA 5 min (1x) 35 seg (35x) 5 min (1x)
MST14 . 648
Componente sensor de 3596340 CTGATCATGGTGATCACCGA 94°C 95°C  50°C  72°C 72°C

Quinase

* N&o foi possivel padronizar a reacéo de PCR para a regido espacadora MST10, sendo dessa forma excluida do estudo.
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Sessenta e duas amostras de DNA foram
submetidas a reacdo de PCR para
amplificacdo de cada regido espacadora
alvo do estudo. Os produtos de amplificacéo
(amplicons) foram analisados por
eletroforese, utilizando-se uma fonte de
energia para eletroforese (Power PAC
Basic/ Marca Biorad), em 40 mL gel de
agarose 1,5% (p/v), corados com brometo
de etidio (1,5 mg/mL), a uma voltaje de
100V por 45 min. As bandas foram
visualizadas por um transiluminador com
exposicdo a luz ultravioleta e fotografadas
por um sistema de fotodocumentacéo
(Vilber Loumart). DNA Ladder Invitrogen®
de 100pb e 1Kb foram utilizados como
marcadores. Os diferentes loci analisados
permitem identificar possiveis eventos
genéticos, como, delecdo, insercgéo,
substituicdo de nucleotideos e repeticdes
em tandem.

3.7. Sequenciamento dos fragmentos de
DNA alvo do estudo

3.7.1. Reacgdes de PCR e purificagdo dos
produtos de PCR

O passo seguinte a padroniza¢do da PCR
para cada iniciador foi ajustar o volume final
da reacdo de 20 pL para 60 pL, dando inicio
ao protocolo de sequenciamento. O DNA
das amostras de M. bovis que compuseram
0 estudo foi novamente amplificado para os
iniciadores propostos, sendo 10 pL do
produto de PCR obtido de cada amostra,
submetidos a eletroforese em gel de
agarose visando confirmar a amplificagdo da
banda alvo, e os 50 yL do produto restante
das amostras que amplificaram no gel,
submetidos ao processo de purificagdo pelo
PureLink® PCR Purification Kit (Invitrogen,
EUA) e utilizados como molde para a reacao
de sequenciamento.

3.7.2. Reagdo de sequenciamento

O produto de PCR purificado de cada
amostra foi sequenciado duas vezes
empregando-se os iniciadores senso e anti-
senso. A quantidade de cada insumo
utilizado no preparo do mix das reacdes de
sequenciamento foi calculada com base no

protocolo do Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) com
algumas modificagfes. Reacbes de 5,4 pL
foram padronizadas com as seguintes
concentracdes de reagentes: 0.12 pmol de
iniciador, 0,17% de Big Dye Sequencing
Buffer 5x (Applied Byosystems, EUA) e
0,17% de Big Dye Terminator Cycle
Sequencing (Applied Biosystems, EUA). O
produto purificado que apresentou na
concentracao de DNA um valor acima de 35
ng/ uL foi diluido em &agua deionizada e
posteriormente  adicionado na reacéo
totalizando um volume final de 11,4 pL. As
condicbes utilizadas para reacdo de
sequenciamento foram: uma etapa de
desnaturacao a 95°C por 3 min, 35 ciclos de
95°C por 10 s, 50°C por 20 s e 60°C por 3
min. As amostras foram armazenadas a 4°C
ao abrigo de luz até o passo de purificagao
dos produtos da reacéo.

3.7.3. Purificacéo dos produtos da reacéo
de sequenciamento

A purificacdo do produto da reacdo de
sequenciamento foi realizada segundo o
protocolo proposto por Figueiredo et al.
(2003), com modificagBes. A purificacado
teve inicio com a adicdo de 40 pL de
isopropanol 65% em cada tubo. As
amostras foram homogeneizadas por
inversao por 30 seg e mantidas ao abrigo de
luz por 15 minutos. Em seguida foram
centrifugadas a 14.000 x g por 25 min
(Boeco U-32R). Descartou-se com cuidado
0 sobrenadante e 300 pL de etanol 60%
foram adicionados. Uma nova
homogeneizag&o por inversdo foi realizada
e as amostras foram  novamente
centrifugadas a 14.000 x g por 10 min. O
sobrenadante foi descartado com cuidado e
os tubos foram aquecidos em banho seco a
70°C por 2 min para remover qualquer
residuo de etanol presente. Em seguida, 14
puL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems,
EUA) foram adicionados. As amostras foram
homogeneizadas suavemente com a ajuda
das mdos e uma centifugacdo rapida
(5.000g por 5s) foi realizada para concentrar
todo o DNA presente no tubo.

37



3.7.4. Eletroforese Capilar

Catorze microlitros de cada amostra
purificada foi aplicada em uma placa de 96
pocos (96-Well Standard Plate Base)
(Applied Biosystems) que foi posteriormente
submetida a temperatura de 96°C por 3 min
no termociclador para desnaturacdo do
DNA. Em seguida foram inseridas em
sequenciador automatico (Applied
Biosystems 3130 Genetic Analyzers,
Applied Biosystems, EUA) com parametros
definidos conforme recomendacdes do
fabricante.

3.8. Anélise de dados
3.8.1. Edicdo das sequéncias

A edicdo das sequéncias foi realizada no
programa Bioedit v.7.0.9 (Hall, 1999). As
sequéncias que apresentaram auséncia de
sinal, sinal muito baixo, sinal muito alto,
picos sobrepostos no eletroferograma ou
que ndo obtiveram a cobertura completa do
evento  genético (quando  presente)
caracteristico da regido espacadora foram
novamente sequenciadas. Aquelas que
mostraram picos nitidos e de boa qualidade
foram analisadas. Primeiramente montou-se
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a sequéncia consenso a partir do
alinhamento da sobreposi¢céo dos
fragmentos gerados pelos iniciadores senso
e anti-senso. As sequéncias obtidas foram
comparadas com a sequéncia padrdo do M.
bovis AF2122/97 disponivel no Genbank
(NC_002945.3). Posteriormente todas as
sequéncias obtidas para cada iniciador
foram alinhadas para verificar o grau de
similaridade entre duas ou mais sequéncias
e a diversidade alélica presente em cada
regido espacadora. A cada alelo identificado
foi designado um namero identificador. Para
cada isolado, o conjunto dos alelos em cada
um dos locus definiu um perfil alélico ou
uma sequéncia tipo (ST), que identificou de
forma inequivoca um clone. Os isolados de
M. bovis analisados neste estudo foram
identificados pelos nimeros 1-58. Dados
adjacentes como o0 ano de isolamento,
localizacéo geografica, perfil de espoligotipo
e municipio de origem do animal foram
utilizados nas andlises para inferir a relagao
de parentesco existente entre os isolados e
encontram-se disponiveis na tabela 3. As
amostras padrdo CR01, CR02, CR13, CR36
ndo estdo na tabela e foram representadas
neste estudo pelos numeros 59-62,
respectivamente. A cepa padréo
AF2122/97, obtida in silico, foi incluida nas
analises e foi identificada pelo numero 63.
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Tabela 3. Identificacdo dos isolados de M. bovis analisados no estudo, ano de isolamento, localizacdo geografica, perfil de espoligotipo e

municipio de origem do animal.

Identificagao

Identificacéo

do isolado Ano UF Espoligotipo Municipio do isolado Ano UF Espoligotipo Municipio
1 2006 MG SB1033 Itabirito 30 2008 GO - Rio Verde
2 2006 MG SB1033 Itabirito 31 2008 MG - Guiricema
3 2006 MG SB1033 Itabirito 32 2008 MG - Patrocinio
4 2006 MG SB1093 Prata 33 2008 MG - Guiricema
5 2006 MG SB1139 Sta. Vitéria 34 2008 GO - Luziania
6 2006 MG SB0295 Gurinhata 35 2009 GO - Aporé
7 2006 MG SB0333 Nova Madica 36 2009 RS - S.V. do

Palmar

8 2006 MG SB0121 Alpercata 37 2009 MG - ltuiutaba
9 2006 MG SB0295 Gurinhata 38 2009 MG - Guiricema
10 2006 MG SB0121 C‘l’;‘esne;h' 39 2009 MG - Guiricema
11 2006 MG SB0267 Muriaé 40 2009 MG - Guiricema
12 2006 MG SB0121 Camp. Verde 41 2009 MG - Eugendpolis
13 2006 MG - Capitdlio 42 2009 SP - Fernandopolis
14 2007 MG SB1135 B. Brandao 43 2009 MG - Guiricema
15 2007 MG SB0121 ignorado 44 2009 MG - Guiricema
16 2007 MG SB0295 Caratinga 45 2009 MG - Miradouro
17 2007 MG SB1135 B. Brandao 46 2009 MG - Uberaba
18 2007 MG SB1135 B. Branddo 47 2009 MG . Sera do
19 2007 MG SB1135 B. Brand&o 48 2009 MG - Lagoa Grande
20 2007 MG SB1135 B. Brandao 49 2009 MT - Jauru
21 2007 MG SB1135 B. Branddo 50 2009 MG ; Sera do
22 2007 MG SB1135 B. Brandao 51 2009 MG - Guidoval
23 2007 MG SB1135 B. Brandéo 52 2009 MG - Muriaé
24 2007 MG SB1135 B. Brandéo 53 2010 MG - Araguari
25 2007 MG SB1135 B. Brandao 54 2010 MG - Carneirinho
26 2007 MG SB1135 B. Brandéo 55 2010 PR - S. do lguagu
27 2007 MG SB0121 U. de Minas 56 2010 SP - S&o Simao
28 2007 MG SB1135 B. Brandao 57 2010 SP - S.R.P. Quatro
29 2008 MG - Muriaé 58 2010 SP - Sédo Simao
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Os perfis de espoligotipo dos isolados
analisados no estudo foram cedidos pelo
Laboratorio de Biologia Molecular aplicada a
Micobactérias da Fundacdo Oswaldo Cruz
(IOC - FIOCRUZ) — Rio de Janeiro.

3.8.2. Célculo da diversidade alélica

Uma avaliacdo de qual o método de
tipificacdo é mais eficiente tem que ser
baseada em um numero de fatores:
capacidade de tipificacdo, reprodutibilidade
e discriminacdo. Destas caracteristicas, a
capacidade de tipificacéo e a
reprodutibilidade s&o relativamente faceis
de quantificar e s8o frequentemente
expressas como percentagens simples.
Assim, a capacidade de tipificacdo de um
método é a porcentagem de distinguir as
amostras bacterianas que podem ser
identificadas como  positvas e a
reprodutibilidade é a porcentagem de
amostras que tem o mesmo resultado em

D

repetidos testes. O poder discriminatério de
um método de tipificagdo € a sua habilidade
de distincdo entre amostras néo
correlacionadas.

Hunter e Gaston (1988) sugeriram o0 uso de
um indice numérico de discriminagdo (D),
baseado na probabilidade de que duas
amostras, ndo correlacionadas de uma
populacdo teste, serem identificadas como
pertencentes a diferentes grupos. Esta
probabilidade ¢é calculada pelo indice
Hunter-Gaston de discriminacdo, que foi
desenvolvido para a descricdo de
diversidades de espécies em um
determinado habitat ecologico. A
determinacdo é calculada com base no
namero de tipos definidos durante o ensaio
e as frequéncias relativas de cada tipo.

Este indice pode ser derivado da teoria de
probabilidade elementar e é dado pela
seguinte equacdo: SID =1 — D

_ nl(nl-1)+n2(n2-1)+n3(n3-1)+...nj(nj-1)

Onde D é a medida de diversidade, N é o
namero total de isolados na populagdo da
amostra, s é 0 numero total de tipos
descritos, e nj € o numero de cepas
pertencentes ao tipo j. Segundo Hunter e
Gaston, um teste para  estudos
epidemiolégicos é considerado eficiente
quando possuir um indice de discriminagéo
de pelo menos 90% (Hunter e Gaston,
1988).

3.8.3. Analises da relacdo de parentesco
entre os isolados

As andlises de descendéncia evolutiva dos
isolados de M. bovis que constituem o
estudo foram realizadas com base na
aplicagdo do algoritimo conhecido como
eBURST (Feil et al., 2004). O algoritmo
eBURST é um programa gratuito e
encontra-se disponivel para download em
http://www.phyloviz.net. O programa foi
criado para analisar possiveis padrées de
descendéncia evolutiva a partir de dados de
diferentes perfis genotipicos, organizados
em formas de complexos clonais, permitindo
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dessa forma, verificar a relacdo de
parentesco entre os isolados. O parentesco
dos isolados €& exibido como um
dendrograma que expde 0S Qrupos
formados pelos membros mais
estreitamente relacionados, sem inferir
dados sobre sua ancestralidade. O
programa apresenta a vantagem da
possibilidade de andlises de sequéncias
multilocus e a realizacdo de testes de
recombinacéo, oferecendo resultados mais
especificos evitando dessa forma distor¢des
na sua interpretacdo (Turner et al., 2007).

Os dados s&o analisados com base nas ST
determinadas a partir dos diferentes perfis
alélicos encontrados durante a realizagao
do ensaio. Os complexos clonais (CC) séo
determinados por um modelo simples de
expansédo e diversificacdo clonal com base
nas diferencas encontradas entre os perfis
alélicos. A cada CC é atribuido um genotipo
fundador que exibe um padrdo hipotético
mais provavel de descendéncia evolutiva
entre as ST que constituem o complexo. As
ST séo organizadas dentro de um complexo
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clonal pela comparacdo da variacdo
existente entre os loci do genétipo fundador
com o0s outros isolados. A variacdo
encontrada em apenas um locus é chamada
de SLV (single locus variants), por dois loci
é chamada DLV (double locus variants) e
por trés, TLV (triple locus variants)
(Francisco et al., 2009). A confianca para a
atribuicdo de cada SLV, DLV e TLV ao ST
fundador de seu complexo clonal é avaliada
por bootstrapping (Feil et al., 2004).

Varios complexos clonais podem ser
formados a partir dos dados fornecidos ao
programa e aquele que for representado
pelo maior nimero de SLV sera classificado
como o complexo clonal fundador. No caso
de empate, o isolado que apresentar o
maior numero de DLV serd resignado
fundador do complexo clonal.

E importante ressaltar que, ainda que os
complexos clonais estejam estreitamente
relacionados, a reconstrucéo das vias entre
0s mesmos nao é recomendada; o eBURST
é projetado para mostrar apenas os padrdes
mais provaveis de descendéncia dentro de
cada complexo clonal.

3.8.4. Andlise da frequéncia alélica das
sequéncias tipo identificadas no estudo

A frequéncia alélica das sequéncias tipo
determinadas neste estudo foi calculada
utilizando-se o] programa START2
(Sequence Type Analysis and
Recombinational Tests Version 2) (Jolley et
al., 2001). START2 (http://pubmist.org/
software/analysis/start2/) foi projetado
principalmente para estudos de
epidemiologia global ou em longo prazo. O
programa foi desenvolvido com o objetivo de
analisar dados que possam auxiliar na
investigacdo da estrutura da populacao
bacteriana usando dados de sequéncias
multilocus.

3.8.5. Andlise Filogenética

A reconstrucdo da filogenia dos isolados de
M. bovis analisados nesse estudo foi
realizada pelo programa  PubMLST
(University of Oxford, Reino Unido)
utilizando-se o modelo Neighbor-Joining. O
programa utiliza a suite PHILIP de

programas para criar arvores Neighbor-
Joining e UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean) com base nos
perfis alélicos determinados no estudo. O
programa encontra-se disponivel em:
http://pubmist.org/perl/mlistanalyse/mistanaly
se.pl?site=pubmlst&page=treedraw&referer
=pubmlist.org.

3.8.6. Andlise da regido de diferenca RD
Eurol

Além da técnica MST, também foi feita a
analise da RD Eurol para o DNA das
amostras relativas aos anos de 2006 e 2007
gue constituiram o estudo. O objetivo foi
verificar a relacdo desses isolados com o
complexo clonal Eul de importancia global.
Marcados pela auséncia da regido
espacadora 11 pela  técnica do
Spoligotyping, sédo caracterizados como
membros do complexo clonal Eul os
isolados que apresentarem a regido RD Eul
deletada. Os iniciadores utilizados foram os
mesmos preconizados por Smith et al.
(2011) e sao exibidos na tabela 4. Os
fragmentos gerados correspondem a 1206
bp (regido intacta) e 400 bp (regido
deletada). Reacbes de 20 pL foram
padronizadas com as seguintes
concentragcdes de reagentes: 0.5 pmol/pL
para cada iniciador, 20% de tampao Go Taq
Green®  5x (Promega, EUA), 1.5 mmol
MgCl,, 200 mmol/L dNTP (Invitrogen, EUA),
1u JumpStart® Tag DNA Polymerase
(Sigma, EUA). A condicdo utilizada para a
reacdo de PCR foii uma etapa de
desnaturacao a 95°C por 5 min, 40 ciclos de
94°C por 50 s, 62°C por 50 s e 72°C por 80
s e uma etapa de extensdo final a 72°C por
8 min. Os produtos de amplificacdo
(amplicons) foram analisados por
eletroforese, utilizando-se uma fonte de
energia para eletroforese (Power PAC
Basic/ Marca Biorad), em 40 mL gel de
agarose a 1% (p/v), corados com brometo
de etidio (1,5 mg/mL), a uma voltaje de 100
V por 60 minutos. As bandas foram
visualizadas por um transiluminador com
exposicdo a luz ultravioleta e fotografadas
por um sistema de fotodocumentacdo
(Vilber Loumart). DNA Ladder Invitrogen®
de 100pb e 1Kb foram utilizados como
marcadores.
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Tabela 4. Identificacdo, sequéncia nucleotidica e posicdo da sequéncia alvo no genoma de
H37Rv dos iniciadores utilizados para a reacdo de PCR para detec¢éo da RD Eurol.

Iniciador Sequéncia 5'-3' Posicdo no genoma H37Rv
RDEul_FW (IDT, EUA) CCGATGAACTTGGCCCACAG 1767904 a 1767923
RDEul Ryv (IDT, EUA) CGTGGTGGTGGGATGTCTTG 1769110 a 1769091

4. RESULTADOS

Sete das 14 regides espacadoras (MST4,
MST5, MST7, MST9, MST11l, MST12 e
MST13) foram analisadas para 58 isolados
de M. bovis procedentes de seis estados
brasileiros (MG, SP, GO, MT, RS e PR)
isolados entre os anos de 2006 a 2010, e
para quatro amostras padrdo de M. bovis:
CRO01 AN5, CR02, M. bovis BCG CR13 e M.
bovis México CR36. Os isolados de M. bovis
foram sequenciados para cada uma das
regides espagadoras intergénicas
disponibilizando dados que foram
analisados e comparados com a cepa M.
bovis AF2122/97 disponivel no Genbank

(NC_002945.3), permitindo dessa forma, a
tipificacdo dos isolados a partir da
identificacdo de polimorfismos genéticos. A
cepa M. bovis AF2122/97 foi utilizada como
padrdo para as analises in silico e também
foi incluida no estudo.

Os resultados revelaram a presenca de
quatro tipos de eventos genéticos: mutacdo
de nucleotideo Unico (SNP), insercao,
delecdo e repetichio em tandem (TR),
totalizando a partir da combinacdo dos
gendtipos obtidos um total de 28 eventos. A
figura 1 mostra a representacéo dos eventos
genéticos que caracterizaram os diferentes
alelos em cada regido espacgadora utilizada
neste estudo.

MST4
Alelo 1 —
Alelo 3 _|57 bp - TR |57 bp - TR |57 bp - TR | |_
Alelo 4 —J57bp-TR — [57bp-TR  J57bp-TR  J57bp-TR | I_
Alelo 5 —|G47A57bp TR[57bp - TR [57bp-TR — [57bp-TR | |_
Alelo 6 —Js7bp-TR J57bp-TR  J57bp-TR — [s7bp-TR  [57bp-TR | |_
Alelo 7 — JG47As7bp TR]57bp- TR J57bp-TR — [s7bp-TR  [57bp-TR ] I_
Alelo 8 —]57bp-TR— [57bp-TR  J57bp-TR  [57bp-TR  J57bp-TR  [s7bp-TR  Js7bp-TR |—
MST5
M. bovis tipo BCG
Alelo |
M. bovis AF2122/97 e M. bovis BCG Moreau RDJ
Alelo 2 I Delegio 67 bp I
MST 7
Alelo 2 — 46p | S7bpTR | S7bpTR | i—
Alelo 3 ["Gsoa4ebp | 57bpTR | 57bpTR | li
Alelo 4 — 46bp [ s7epTR T s7bpTR T s57bpTR ]

Alelo 5 —| 46 bp | 57bp TR | 57bp TR

| 57bp TR

| 57bp TR
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MST9

Alelo 1 {54 bp TR J54 bp TR 54 bp TR ]
M. avium
Alelo 2
Alelo 3 i54 bp TR | I
MST11
Alelo 1 — [ 4eep T stop-mr |
Alelo 2 — [ 4w | 57wp-TR | 576p-TR | 57bp-TR | —
Alelo 3 — | aebp | 57bp-TR | 57bp-TR [ 57bp-TR [ s7bp-TR | 46bp |
MST12
424 485
Alelo 1 [#0%p [77p TR [776p TR | — & T
Alelo 2 20 bp [776p TR [77bp TR [776pTR | — ¢ T
Alelo 3 [Fop [776pTR 7700 TR [776p TR | I G A
Alelo 4 [40bop [776p TR [77bp TR [77bp TR [77bp TR} G T
Alelo 5 [Fop [C 77 IR[770p TR [776p TR | I G T
MST13

Alelo 1 34bp }
Alelo 2 34 bp 57 bp TR l
1
]

Alelo 3 — [ 34bp | 57bpTR | 57bpIR

Figura 1. A figura mostra a representacdo dos alelos identificados para cada regido espacadora
alvo do estudo. MST4 (ETR-B): oito alelos contendo de 1-7 cépias de 57 bp de sequéncias
repetidas em tandem (TR) e a presenca de um SNP G47A; MST5: dele¢cédo de 67 bp; MST7:
guatro alelos contendo de 1-4 cépias de 57 bp de repeticdo em tandem, uma delecdo de 11 bp
na primeira repeticdo para todas as amostras e um SNP D80A; MST9: trés alelos contendo 1 e
3 copias de repeticdo em tandem de 54 bp e uma sequéncia com 3 repeticdes em tandem
representada por alguns polimorfismos no genoma de M. bovis, caracterizado por um alelo
diferente, de uma regido repetitiva também presente no genoma de M. avium; MST11: trés
alelos contendo 3, 5 e 6 cépias repetidas em tandem de 57 pb, sendo a primeira e a Ultima
repeticdo caracterizada pela delecdo de 11 bp em todos os isolados.; MST12: cinco alelos
contendo de 1-4 cépias de repeticdo em tandem de 77 bp, com a primeira repeticdo
caracterizada por uma delecéo de 37 bp em todos os isolados. Também foi revelado a insergao
de uma base G76, um SNP A424G, um SNP T485A e uma delecdo de 18 bp apds a Ultima
repeticao; MST13: trés alelos contendo de 1-3 cépias de 57 bp e uma delecéo de 23 bp na
primeira repeticdo em todos os isolados.
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A andlise da regido espacadora MST14
identificou trés SNP (Fig. 2). O primeiro
deles na posicdo A101T, o segundo na
posicdo A305G e o terceiro na C751A, no
entanto os iniciadores ndo forneceram a

cobertura completa da sequéncia para todas
as amostras, limitando a variabilidade do
espacador MST14, que desse modo foi
excluido do estudo.

A

JTrTTpETUR | TaET [ ETUR [ TOET | RTOTA[TART | AETApTALE[UETApTIAE TR R prAAe |

8o 90 100 110 120 130 140

e TG TGO GETACCGC TG GCACATAGTGAGGAGTAACGACTAATGEATTGECECCACARAGECEETC
Tiiasnssnaaansssnsanassssssasansatassnssnasnaass
1
Ticnsasmnsssnssansansassmeasansmssmaonsanssnsss
P icercscsansascsascasanasassascsaasassasncnsnansas
R T T T T T T

B

PrPT TR TN R EET R R T TA [ TIEE [ TR ET [ RETT[ETIR [ TULE [ TRET [ IETT [ RTUA

250 260 270 280 230 300 310

CC A CAGAGTECCTCAGCTEEECACTEAATACCGECCACGACTCEGEECETCTEEEERAGECATEAGIC

R T T R I T A B N A A R A R A R I U BRI
710 20 730 740 T30 760 77
ATGCTCGATCECGTTCTECACCAGCTCGETGATCACCATGATCAGCECCETEGCECGETCGEAGET

Figura 2. Representagdo dos SNPs identificados na regido espagadora MST14. O alinhamento
A corresponde ao SNP A101T, o alinhamento B corresponde ao SNP A305G e o C ao C751A

As

regibes espacadoras MST1, MST2,

identificador. O conjunto dos alelos em cada

MST3, MST6 e MST8 foram inicialmente
sequenciadas para um numero limitado de
15 amostras escolhidas aleatoriamente. Foi
observado que ndo houve ocorréncia de
eventos genéticos nestas regifes, o0 que
acarretou a exclusdo desses espacadores
do estudo.

4.1. Definicdo dos perfis genotipicos
O alinhamento das sequéncias para cada

locus permitiu identificar diferentes alelos e
para cada alelo foi designado um nimero
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um dos locus, para cada isolado, definiu um
perfil alélico que foi representado por uma
sequéncia tipo (ST). A cepa M. bovis
AF2122/97 utilizada como padrdo para as
andlises in silico também obteve um pefrfil
genotipico frente aos isolados de M. bovis
que constituiram o estudo, totalizando neste
trabalho, uma amostragem de 63 perfis
alélicos. Isolados que apresentaram um
mesmo perfil foram identificados por uma
mesma ST reduzindo, dessa forma, para 28
0 numero de perfis alélicos e apontando 28
ST caracterizadas como Unicas. Os dados
séo exibidos na tabela 5.



Tabela 5. Identificacdo de 28 ST Unicas geradas pela comparacdo de 63 perfis genotipicos de isolados de M. bovis. ST identifica a
sequéncia tipo que caracteriza um perfil genotipico (ou alélico) e representa os isolados que definiram perfis genotipicos idénticos; Perfil
alélico representa o numero identificador designado a cada alelo para cada espacador que juntos, identificam uma ST; A Frequéncia revela
0 numero de isolados que apresentaram perfis idénticos e a porcentagem (%) indica os valores em porcentagem sobre o total de 63
amostras que constituiram o estudo.

Isolados que apresentaram Perfil genotipico ou alélico P

ST Sequéncias Tipo idénticas MST4 MST5 MST7 MST9 MST11  MSTi2  MSTi3 | eduencia %

6 6,7,8,15,16,28,37,42,49,51,53,57 4 2 4 1 2 2 3 12 19.05
17 17,18,21,22,40,43,48,50,56 4 2 4 1 1 2 3 9 14.29
1 1,2,3,32,46 3 2 4 1 2 2 3 5 7.94
10 10,33,35,38,44 4 2 4 1 1 2 2 5 7.94
19 19,23,24,26 4 2 4 1 1 5 3 4 6.35
11 11,36,41,47 6 2 4 1 2 2 3 4 6.35
14 14,20 4 2 4 1 1 3 3 2 3.17
25 25,27 4 2 4 1 2 5 3 2 3.17
45 45 1 2 4 1 1 2 3 1 1.59
30 30 2 2 4 1 1 2 2 1 1.59
61 61 3 2 1 1 2 2 1 1 1.59
54 54 3 2 4 1 1 2 3 1 1.59
31 31 4 1 4 1 2 2 1 1 1.59
5 5 4 2 2 2 2 2 3 1 1.59
39 39 4 2 4 1 1 2 1 1 1.59
9 9 4 2 4 1 3 4 3 1 1.59
4 4 4 2 4 2 1 2 3 1 1.59
13 13 5 1 4 1 1 2 2 1 1.59
12 12 5 2 4 1 2 2 3 1 1.59
52 52 6 1 4 1 2 2 3 1 1.59
63 63 6 1 4 1 2 4 3 1 1.59
29 29 6 2 4 1 1 2 2 1 1.59
62 62 6 2 4 1 2 1 2 1 1.59
59 59 6 2 4 1 2 2 2 1 1.59
60 60 6 2 4 1 2 4 2 1 1.59
58 58 7 2 3 3 2 2 3 1 1.59
55 55 7 2 4 1 2 2 3 1 1.59
34 34 8 2 4 1 2 2 1 1 1.59
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A frequéncia com que cada alelo aparece em cada locus € exibida na tabela 6.

Tabela 6. Representacéo da frequéncia alélica determinada pelo programa START2 a partir
dos isolados de M. bovis para cada locus analisado neste estudo.

Alelos MST4 MST5 MST7 MST9 MST11 MST12 MST13
1 1 4 1 60 27 1 4
2 1 59 1 2 35 51 11
3 7 - 1 1 1 2 48
4 39 - 60 - 3 -
5 2 - - - - 6 -
6 10 - - - - - -
7 2 - - - - - -
8 1 - - - - - -
Alelos Unicos 8 2 4 3 3 3

4.2. Analises de descendéncia evolutiva
dos isolados de M. bovis

As andlises de descendéncia evolutiva dos
isolados de M. bovis que constiruiram o
estudo foram realizadas a partir do
algoritmo  eBURST. A relagdo de
parentesco entre os isolados foi inferida
pelas diferencas encontradas a partir da
comparacdo dos  perfis  genotipicos
determinados nos estudo, organizados em
complexos clonais e representados por um
dendrograma. Dessa forma, 28 ST Unicas
foram identificadas a partir dos 63 perfis
genotipicos obtidos pelo MST apds a
aplicacdo do algoritimo eBURST. A partir
desses dados foram realizadas as seguintes
andlises:

4.2.1. Relacéo entre isolados de M. bovis
procedentes de Minas Gerais

A figura 3 mostra a distribuicAo de 49
amostras de M. bovis procedentes de 25
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municipios de Minas Gerais, isolados entre
0s anos de 2006 a 2010, quatro amostras
padrdo de M. bovis (CR01, CR02, M. bovis
BCG CR13, M. bovis México CR36) e a
cepa AF2122/97 obtida in silico). As
analises contaram com sete regides
espacadoras (MST4, MST5, MST7, MST?9,
MST11, MST12 e MST13) totalizando 54
perfis genotipicos, sendo 24 destes
caracterizados como perfis Unicos. As ST
foram organizadas dentro de um complexo
clonal (CC) pela comparacdo da variacao
existente entre os loci do gendtipo fundador.
A variagdo encontrada em apenas um locus
foi chamada de SLV (single locus variants),
por dois loci foi chamada DLV (double locus
variants) e por trés, TLV (triple locus
variants) (Francisco et al, 2009). A
confianga para a atribuico de cada SLV,
DLV e TLV ao ST fundador de seu
complexo clonal foi avaliada  por
bootstrapping (Feil et al., 2004). Os dados
analisados revelaram a presenca de quatro
complexos clonais identificados por ST6,
ST11, ST17 e ST59 (Fig. 3).



Legend
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Figura 3. Dendrograma da distribuicdo de 49 amostras de M. bovis procedentes de 25
municipios de Minas Gerais, isolados entre os anos de 2006 a 2010, quatro amostras padrao
de M. bovis (CR01, CR02, CR13 e CR36) e a cepa M. bovis AF2122/97. O dendrograma revela
a identificagdo de quatro complexos clonais (ST6, ST11, ST17 e ST59) formados a partir da
comparacdo de 24 sequéncias tipo. Na legenda inserida na figura as cores representam o
municipio de origem do animal, n indica o numero de isolados com um mesmo perfil genotipico
e também est4 associado ao tamanho do circulo (quanto maior o circulo, maior a populagao
representada por ele). Circulos com mais de uma cor indicam isolados com um mesmo perfil
genotipico, mas procedentes de municipios diferentes.

A ST17, envolvida por uma linha verde
clara, foi apontada como a ST fundadora do
complexo clonal principal de todo o grupo
analisado, indicando o0 genétipo que
aparece com maior frequéncia entre os
isolados e caracterizando o CC principal
representado pelo maior nimero de SLV
entre os quatro complexos formados. A ST
17 revelou oito SLV (ST4, ST6, ST10, ST14,
ST19, ST39 e ST45) e seis DLV (ST1, ST9,
ST11, ST12, ST 25 e ST 29). Os membros
caracterizados pelo perfil genotipico ST17
sdo provenientes de quatro diferentes
municipios e produziram clones
estreitamente relacionados com isolados
também de outros municipios. Dos 24 perfis
genotipicos utilizados nesta andlise, a ST17
ndo se mostrou estreitamente relacionada
com nove das 24 ST (ST5, ST13, ST31,
ST52, ST59, ST60, ST61, ST62 e ST63).
Estas cinco ultimas (ST59-ST63) constituem

0 CC formado pelas amostras padrdo de M.
bovis juntamente com a cepa AF2122/97.

A ST6 € uma SLV da ST17, que se
diversificou formando clones estreitamente
relacionados constituindo cinco SLVs e 12
DLVs. Essa sequéncia tipo caracterizou um
genodtipo que foi encontrado em nove
diferentes municipios, distribuidos entre Sul
de Minas, Zona da Mata, Tridngulo Mineiro
e Vale do Rio Doce.

4.2.2. Relacéo entre isolados de M. bovis
procedentes de seis estados do Brasil

A mesma analise foi realizada, porém,
inserindo dez outras sequéncias tipo (ST30,
ST34-36, ST42, ST49, ST55-58)
procedentes de outros estados do Brasil
(Goias, Sao Paulo, Parana, Rio Grande do
Sul e Mato Grosso) totalizando 28 ST. Foi
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observada a formacdo de um quinto CC
representado pela ST10 (identificada
anteriormente  como SLV da ST17)
constituida de isolados de MG e GO. A
ST10 apresentou gendtipos idénticos de

isolados de dois diferentes estados e se
diversificou produzindo suas préprias SLV,
caracterizadas por membros com perfis
genotipicos Unicos (Fig. 4).

Legend

UF MG ( n = 48, 76.19% )
UF:(n=5,7.94%)
UF:SP(n=4, 6.35%)
UF:GO (n=23, 476%)
UF MT (n=1,1.59%)
UF:PR(n=1,159%)
UF:RS (n=1,1.59%)

Figura 4. Dendrograma da distribuicdo de 59 isolados de M. bovis procedentes de diferentes
estados do Brasil, quatro amostras padrdo de M. bovis (CR01, CR02, CR13 e CR36) e a cepa
M. bovis AF2122/97, totalizando 63 amostras. As cores nos circulos indicam o Estado de
origem do animal: azul (Minas Gerais), verde (Sdo Paulo), Amarelo (Mato Grosso), violeta
(Goias), roxo (Parana), azul escuro (Rio Grande do Sul) e cinza (representa as amostras
padréo de M. bovis cedidas pela Fiocruz juntamente com a cepa AF2122/97.

A ST6 foi formada a partir de isolados de M.
bovis de Minas Gerais e Sdo Paulo (assim
como o seu gendtipo fundador ST17), no
entanto, um membro de Mato Grosso se fez
presente e duas das seis SLV formadas por
este grupo foram compostas de isolados do
Parana e Rio Grande do Sul. As SLV deste
CC foram indicadas por uma ligacdo direta
com o genotipo fundador do complexo e as
DLV pela ligacdo a um SLV que por sua vez
esta ligado ao fundador (com excecéo das
ST5 e ST31 que ndo apresentaram uma
SLV intermedidria com o gendétipo
fundador). Devido ao elevado numero de
isolados em Minas Gerais (76%) sugere-se
que uma maior amostragem de isolados de
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M. bovis provenientes de outros estados
poderia inferir melhor a relagdo entre as
cepas.

4.2.3. Anélises dos isolados de M. bovis
de 2006 e 2007 juntamente com o

Spoligotyping

Os isolados referentes aos anos de 2006 e
2007 utilizados neste estudo foram
submetidos a técnica Spoligotyping. Os
dados foram cedidos pelo Laboratorio de
Bacteriologia Aplicada do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Escola
de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais.



As analises contaram com 28 isolados de M.
bovis provenientes de 14 municipios, que
identificaram 13 ST pela técnica MST e oito
padrdes pelo Spoligotyping. Os dados foram
aplicados no eBURST e os resultados
revelaram a formacdo de dois complexos
clonais ST6 e ST17 em que ambos
apresentaram cinco SLV (Fig. 5). Nesse
caso o critério de desempate ocorreu em

funcdo do maior numero de DLV
apresentado pela ST fundadora do
complexo, apontando o ST6 como o

genotipo fundador do CC principal. A ST6
se mostrou estreitamente relacionada com
praticamente todo o grupo. A excecao foi a
ST13, que apresentou uma varia¢do de dois
loci (DLV) com a ST10 e n&o indicou relacdo
de parentesco com nenhum outro isolado de

M. bovis analisado. Foi observado que para
o perfil genotipico que caracterizou a ST6
foram encontrados quatro diferentes
padrbes de espoligotipo (SB1135, SB0121,
SB0295 e SB0333. No entanto, ao analisar
os dois complexos clonais juntos, foi
observado que o mesmo padrdo de
espoligotipo (SB0121) foi relacionado a
quatro diferentes ST (ST6, ST10, ST12 e
ST25). O mesmo ocorreu com o SB1135,
que foi relacionado a ST6, ST14, ST17,
ST19 e ST25. Algumas sequéncias tipo
foram exclusivas de um Unico isolado e
coincidentemente também revelaram
padrbes de espoligotipo exclusivos (ST11
com SB0267, ST4 com SB1093 e ST5 com
SB1139).
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Spoligo:SB1135 (n =12, 42.856% )
Spoligo:SB0121 (n="5, 17.86% )
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Spoligo:SB1033 (n=3,10.71% )
Spoligo:Refazer (n=1,3.57% )
Spoligo:5B0257 (n=1,357T% )
Spoligo:5B0333 (n=1,3.57% )
Spoligo:SB1093 (n=1, 3.57% )
Spoligo:SB1138 (n=1, 3.57% )

Figura 5. Dendrograma da distribuicdo de 13 sequéncias tipo e oito padrées de espoligotipo
determinados pelo MST e Spoligotyping, respectivamente. Os dados foram obtidos a partir de
28 isolados de M. bovis provenientes de 14 municipios de MG e isolados entre os anos 2006 e
2007. As cores representam os diferentes padrbes de espolitipo e n indica o nimero de

isolados com um mesmo perfil genotipico.
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4.3. Analises Filogenéticas

A andlise filogenética foi realizada com base
no programa PubMLST utilizando o modelo
Neighbor Joining. A arvore foi gerada a
partir das 28 sequéncias tipos identificadas
neste estudo (Tab. 5) constituindo um
cladograma onde cada ST foi representada
pelo seu respectivo numero (Fig. 6).

Os resultados mostraram que as amostras
foram posicionadas em grupos semelhantes
aos grupos formados pelo eBURST. Foi
observado que as ST1, ST6, ST11, ST12 e
ST55 ficaram proximamente localizadas no
centro da arvore. Quando se compara esse
resultado com os perfis genotipicos de cada
ST, verifica-se que a variagdo genética
existente foi limitada pela diferenga em um
Unico locus, admitindo a estreita relacao
entre esses isolados, 0 que coincide com
dados observados anteriormente pelo
eBURST. Foi verificada a formacéo de cinco
clados distribuidos nas extremidades da
arvore e foi observado que a relacdo entre
os clados foi gerada pela variacdo de trés
ou mais loci MST analisados.

O clado A (Fig. 6) foi representado por

sequéncias tipo proveniente dos estados de
MG, SP e PR. O clado B foi formado de
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isolados apenas de MG de modo que as
sequéncias tipo ST9 e ST25, caracterizadas
pela formacao de perfis genotipicos Gnicos
apresentaram uma relacdo de parentesco
mais distante em relacdo aos membros
deste grupo. O clado C foi representado por
membros de MG e GO e os isolados que se
mostraram mais distantes foram aqueles
que apresentaram perfis anicos.
Comparando esses dados com as analises
do eBURST foi observado que complexo
clonal representado pela ST17 se mostrou
menos relacionado com os outros isolados
deste grupo em relacdo ao eBURST. O
clado D foi representado por um isolado de
GO e pela amostra padrdo M. bovis BCG
CR13 e se mostraram distantes em relacdo
aos isolados de outros clados. O clado E foi
formado basicamente pelas amostras
padrdo de M. bovis (CR01, CR02 e CR36) e
pela M. bovis AF2122/97. Duas sequéncias
tipo, representadas por MG estiveram
presentes neste grupo. Uma delas é a
ST11, que segundo os dados analisados
pelo eBURST foi a cepa mais estreitamente
relacionada com o complexo clonal
representado pelas amostras padrdo de M.
bovis utilizadas neste estudo. Esses dados
confirmam que os isolados de M. bovis vém
sofrendo mudancgas evolutivas em diferentes
regides ao longo dos anos.
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Figura 6. Arvore filogenética gerada pelo programa PubMLST. O modelo utilizado foi o
Neigbhor-Joining e a construgdo foi feita com base nas 28 sequéncias tipo identificadas neste
estudo. Foi observada a formagé&o de cinco clados identificados por letras e cores da seguinte
forma: clado A (azul), clado B (laranja), clado C (amarelo), clado D (lilaz) e clado E (verde).

4.4. Indice Hunter-Gaston (HGI)

A diversidade alélica € um bom indicador da
taxa de heterogeneidade e pode ser
representada pelo poder discriminatério do
método testado. O poder discriminatério
para uma técnica de tipificacdo é a sua
capacidade para distincdo entre cepas nao
relacionadas. O poder discriminatério da
técnica Multispacer Sequence Typing foi
calculado segundo o indice Hunter-Gaston
de discriminacdo, desenvolvido para a
descricdo de diversidades de espécies em
um determinado habitat ecolégico (Hunter e
Gaston, 1988). A determinacgéo foi calculada
com base no numero de perfis genotipicos
definidos durante o ensaio e as frequéncias
relativas de cada perfil. O célculo realizado
para 0s 63 isolados de M. bovis e as 28 ST
definidas para esse grupo revelou um indice
de 93%. Reduzindo para 28 o numero de
isolados (2006 e 2007) e suas 24 ST, o
indice caiu para 91,53%. Utilizando o
mesmo  célculo para determinar a
diversidade do spoligotyping para o grupo
de 28 isolados de M. bovis, foi obtido um
indice equivalente a 78,30%.

45. Andlise da
RDEul

regido de diferenca

Além do MST foi realizado a PCR para
deteccdo da regido de diferenca RDEul
para os isolados referentes ao anos de 2006
e 2007, visando determinar a sua relacao
com o complexo clonal Eul de importancia
global. Os isolados que apresentam a
regido RDEul deletada foram marcados
pela auséncia da regido espacadora 11 pela
técnica do Spoligotyping.

Das 28 amostras correspondentes aos anos
de 2006 e 2007 apenas uma (05/06) nao foi
submetida & PCR para regido de diferenca
RDEul devido a indisponibilidade de DNA
para realizar o ensaio (Tab. 7). Os
resultados mostraram que das 27 amostras
analisadas, 23 apresentaram a RDEul
intacta, constituindo um amplicom de 1206
bp e quatro amostras revelaram a delecao
dessa regido constituindo um amplicom de
400 bp. Os resultados da PCR sé&o exibidos
na tabela 7 e a representagcdo dos
amplicons formados em gel de agarose sdo
mostrados na figura 7.
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Tabela 7. Identificacdo dos isolados de M. bovis relativos aos anos de 2006 e 2007 utilizados
neste estudo, acompanhados pelos seus respectivos perfis de ST, resultado da RDEul e
padréo de espoligotipo.

Isolado Perfil de ST RDEu1l Espoligotipo
1/06 ST1 deletado SB1033
2/06 ST1 deletado SB1033
3/06 ST1 deletado SB1033
4/06 ST4 intacto SB1093
5/06 STS - SB1139
7106 ST6 intacto SB0295
8/06 ST6 intacto SB0333
9/06 ST6 intacto SB0121

10/06 ST9 intacto SB0295
11/06 ST10 intacto SB0121
12/06 ST11 deletado SB0267
13/06 ST12 intacto SB0121
14/06 ST13 intacto -

1/07 ST14 intacto SB1135
2/07 ST6 intacto SB0121
3/07 ST6 intacto SB0295
4/07 ST17 intacto SB1135
5/07 ST17 intacto SB1135
6/07 ST19 intacto SB1135
7/07 ST14 intacto SB1135
8/07 ST17 intacto SB1135
9/07 ST17 intacto SB1135
10/07 ST19 intacto SB1135
11/07 ST19 intacto SB1135
12/07 ST25 intacto SB1135
13/07 ST19 intacto SB1135
14/07 ST25 intacto SB0121
15/07 ST6 intacto SB1135
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose a 1,5% da PCR para andlise da regido de diferenca
RDEul. MM - marcador de peso molecular de DNA 100 bp (New England Biolabs — NEB), 1-
amostra 11/06, 2- 12/06, 3- 13/06, 4- 14/06, 5- 01-07, 6- controle positivo M. bovis CR02, 7- M.

tuberculosis CR23 8- controle negativo.

As amostras que apresentaram a delecéo
RDEul corresponderam as sequéncias tipo
ST1 (trés isolados) e ST11 (um isolado) pelo
MST e o0s padrbes de espoligotipo
caracterizados para essas amostras foram
SB1033 e SB0267, respectivamente. O
SB1033 apresentou a auséncia dos
espacgadores 3, 6, 8-12, 16, 34 e 39-43,
enquanto o SB0267 revelou a auséncia dos
espagadores 3, 5, 9, 11, 16,19 e 39-43.
Desse modo os isolados de M. bovis que
constituiram a ST1 e ST11 provenientes dos
anos de 2006 e 2007 foram identificados
como membros do complexo clonal Eul de
importancia global.

5. DISCUSSAO
A genotipagem é uma técnica diferencial
que permite levantar dados epidemiolégicos
e biogeogréficos acerca do patégeno M.
bovis, disponibilizando dessa forma,
informacdes importantes que poderdo
auxiliar no desenvolvimento de novas
estratégias de combate a tuberculose
bovina. As técnicas IS6110-RFLP, VNTR e
Spoligotyping tém sido utilizadas como
referéncia para estudar a diversidade de
espécies do complexo M. tuberculosis
(Viana-Niero et al., 2001). No entanto, esses
métodos ndo sdo capazes de reconhecer
toda a diversidade genética das cepas
analisadas como é o caso dos métodos

baseados em  sequenciamento, que
permitem a analise de sequéncias alvos
moleculares, identificando dessa forma
todos 0s eventos genéticos presentes no
marcador.

O Spoligotyping e 0 VNTR sdo os métodos
mais utilizados atualmente para tipagem de
M. bovis. Ambos o0s métodos sao
representados por sequéncias simples que
podem ser facilmente armazenadas em
banco de dados e posteriormente
comparadas por profissionais em todo o
mundo. No entanto, o spoligotyping limita-se
ao uso de apenas um locus, enquanto o
VNTR pode levar um padrdo particular a
evoluir de forma convergente em diferentes
linhagens. Esse fenbmeno conhecido como
homoplasia tem o potencial de minar as
andlises genotipicas acerca do marcador
utilizado, acarretando em um processo
evolutivo divergente (Reyes et al., 2011).
Comas et al. (2009) descobriram que
filogenias construidas usando espoligotipos
e loci VNTR apresentavam inconsisténcias
em relacdo as arvores construidas a partir
da andlise de sequéncias de DNA de varios
loci. Para inferir relacdes filogenéticas
profundas usando VNTR, pelo menos 24
loci devem ser utilizados para minimizar o
erro de homoplasia (Comas et al., 2009).
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O método MST proposto neste estudo para
genotipagem de isolados de M. bovis
oferece a vantagem do sequenciamento, o
que possibilita a discriminacdo de isolados a
partir de diferentes eventos genéticos
observados em uma Unica sequéncia e
permite diferenciar geneticamente isolados
relacionados com base no sequenciamento
de sete ou mais regides espacadoras,
utilizando regides menos estaveis do

genoma, que associadas, permitem
observar padrées de  descendéncia
evolutiva a partr da andlise de

agrupamentos de isolados que conciliam
caracteristicas genéticas comuns. Os
meétodos de tipagem realizados com base
no sequenciamento fornecem dados
importantes sobre forcas evolutivas que
moldam as populacdes bacterianas (Comas
et al., 2009).

A genotipagem de Mycobacterium bovis
pela técnica Multispacer Sequence Typing
contou com a andlise de sete regides
espacadoras intergénicas e 58 amostras
representativas de M. bovis, incluindo quatro
amostras padrdo e a cepa AF2122/97 obtida
in silico. Dessas sete regibes espacadoras,
quatro foram previamente descritas como
Exact Tandem Repeat (ETR), definindo
ETR-B (MST4), ETR-C (MST11), ETR-D
também chamado MIRU4 (MST12) e
Mtub21  (MST13). Os outros trés
espacadores utilizados foram MST5, MST7
e MST9. Os resultados apontaram a
ocorréncia de 28 eventos genéticos,
distribuidos entre dele¢des, insercdes,
variacdo no numero de repeticbes em
tandem e mutagdes pontuais (Fig.1).

O sequenciamento permite saber com
exatiddo o numero de repeticbes em
tandem presentes em cada sequéncia
(Frothingham e O’Connell., 1998) e ainda
determinar marcadores estaveis como SNP
especificos  (Gutacker et al, 2006)
considerados eventos genéticos de grande
importéncia para estudos sobre filogenia.
Drancourt et al. (2008) utilizando a regiao
ETR-D (MST12) para diferenciar membros
do complexo M. tuberculosis mostraram que
0 sequenciamento desse espacador provou
ser especifico para diferenciar sete das oito
espécies do grupo em uma Unica reagao.
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A regido MST12 (ERT-D) neste trabalho
revelou a presenca de cinco alelos
caracterizados por uma sequéncia de 40 bp
em todos os isolados, seguida por 1-4
cOpias de repeticdo em tandem de 77 bp.
Também foi revelado a insercdo de uma
base G76, um SNP A424G, um SNP T485A
e uma delecdo de 18 bp apds a Ultima
repeticdo do primeiro alelo. Esses eventos
foram detectados pela comparacdo com o
genoma da cepa AF2122/97 analisada in
silico. Esses dados quando comparados
com as sequéncias caracterizadas por
Drancourt et al. (2008) disponiveis no
Genbank (EU180228- EU180234) mostrou
gue os perfis encontrados para M. bovis
neste estudo foram diferentes dos perfis
descritos pelo autor, tanto pelo nimero de
repeticbes quanto pelos SNP detectados.
Um BLASTN foi realizado com as amostras
M. bovis tipo BCG, que também
apresentaram perfis diferenciados de M.
bovis em ambos os estudos.

O MST realizado para isolados de M.
tuberculosis contou com a analise de oito
regibes espacadoras, sendo quatro delas
(MST1, MST2, MST3 e MST8) excluidas do
estudo de M. bovis devido a baixa
variabilidade apresentada pelos
espacadores. Djelouadji et al. (2008)
identificou treze alelos nessas regibes que
constituiram eventos genéticos de delecdes
e substituicdes de nucleotideos. Os outros
guatro espacadores (MST4, MST11, MST12
e MST13) caracterizaram-se principalmente
por repeticbes em tandem e mostraram um
perfil bem diferente do encontrado para M.
bovis nesse trabalho. Um evento observado
com frequéncia foi a presenca de uma
mutacgdo pontual na primeira base de muitas
das repeticbes em tandem, fato que né&o
ocorreu em nenhum dos isolados de M.
bovis analisados no presente estudo.
MST12 e MST13 foram os espacadores que
apresentaram maior numero de alelos para
M. tuberculosis, enquanto que para M. bovis
foram o MST4 e 0 MST12.

O MST7 utilizado para M. bovis apontou
cinco alelos caracterizados por 1-4 copias
de 57 pb e o MST5 revelou dois alelos,
sendo um deles caracterizados por uma
delecdo de 67 bp, observada em apenas



quatro amostras incluindo a cepa
AF2122/97. Uma andlise realizada in silico
mostrou que essa delecdo foi observada
também para a cepa M. bovis BCG Moreau
RDJ, enquanto as cepas M. bovis BCG
Tokio 172, BCG México e BCG Pasteur
1173P2 apresentaram a regido intacta,
assim como os demais isolados analisados.
A baixa variabilidade genética observada
nos espacadores excluidos do estudo pode
estar relacionada ao viés de amostragem
existente em relacdo as amostras de Minas
Gerais e outros estados, assim como no
namero de isolados relativo ao ano de 2007,
procedentes em sua maioria de uma Unica
fazenda no municipio de Bueno Brandao. A
diversidade alélica existente entre M. bovis
e M. tuberculosis pode ser decorrente da
ampla gama de hospedeiros do bacilo
bovino em relagdo ao humano, que evoluem
em ambientes distintos e sob condicdes
distintas (Brosch et al., 2002). O tamanho da
populagdo e a diversidade genética
encontrada nas cepas de M. tuberculosis
em relacdo ao M. bovis também podem ser
representativos para essas diferencas.

Neste estudo foram analisadas sete regibes
espacgadoras intergénicas, que associadas,
permitiram organizar os isolados de M. bovis
em diferentes complexos clonais. O uso de
complexos clonais como ferramenta para
andlises de populacdo é importante porque
permite reconhecer subpopula¢cbdes ou
clones especificos que apresentam
caracteristicas genéticas Unicas.

Epidemiologicamente, isolados relacionados
sdo derivados da expansdo clonal de um
precursor Gnico, resultando em
caracteristicas comuns (Milian-Suazo et al.,
2002). As andlises pelo MST em conjunto
com o Spoligotyping contou com 28
amostras representativas de M. bovis
procedentes de 14 municipios, revelando 13
perfis de ST e oito espoligotipos. As
andlises dos dados dos isolados de M.
bovis, relativos aos anos de 2006 e 2007
revelaram que os padrdes de espoligotipos
determinados para animais procedentes de
uma Unica fazenda foram os mesmos,
enquanto os perfis genotipicos gerados pelo
MST foram diversificados. Os isolados de
uma fazenda localizada no municipio de

ltabirito apresentaram o padrdo de
espoligotipo SB0333 e o perfil ST1 pelo
MST, enquanto os isolados da fazenda do
municipio de Bueno Branddo revelaram o
espoligotipo SB1135, que foram
classificados em quatro diferentes
sequéncias tipo: ST14, ST17, ST19 e ST25
(Fig. 5). As ST14, ST19 e ST25 se
mostraram estreitamente relacionadas e se
posicionaram em um mesmo clado no
cladograma gerado neste estudo sendo
diversificadas pela variacdo em apenas um
dos locus. A ST17 ficou localizada em um
clado distinto e o seu perfil genotipico foi
identificado em isolados de outros trés
municipios de Minas Gerais.

Um resultado semelhante foi observado por
Figueiredo et al. (2011) ao realizar um
trabalho para caracterizar a epidemiologia
de um surto de tuberculose bovina em uma
fazenda no Rio de janeiro. As analises
procederam mediante o uso das técnicas
VNTR e Spoligotyping. As cepas agrupadas
pelo Spoligotyping foram analisadas por
VNTR para confirmar as relagbes clonais
entre os isolados. Quatro espoligotipos
foram identificados entre doze isolados
analisados e dez perfis de VNTR foram
revelados. A associacdo das duas técnicas
permitiu determinar a formag&o de dois
grupos, um com quatro e outro com dois
isolados. Os seis isolados restantes foram
caracterizados por apresentar um perfil
genético Unico. Segundo Figueiredo et al.
(2011) a heterogeneidade  genética
observada nas cepas deste rebanho, muito
provavelmente, reflete a diversificada
origem  geografica das vacas  ali
introduzidas. A presenca de diferentes
gendtipos de M. bovis em um mesmo
rebanho sugere a circulagdo de animais
entre as regides (Perumaalla et al., 1996) ou
fontes diferentes de infeccdo (Salamon et
al., 2000).

Outro evento observado foi a sequéncia tipo
ST6, caracterizada com um Unico pefrfil
genotipico, foi representada por quatro
espoligotipos diferentes (SB0295, SB0333,
SB0121 e SB1135) em diversos municipios
(Fig. 5). E interessante notar que a
localizagdo geografica do gendétipo ndo é
exclusiva para os perfis do MST, com
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excecao dos perfis Unicos que
apresentaram  espoligotipos Unicos. O
aumento da amostragem de isolados de M.
bovis seria essencial para inferir dados mais
consistentes acerca da biogeografia do
bacilo bovino nessas regides. O
procedimento utilizado para esse tipo de
ocorréncia com a tipagem por VNTR em
associacdo com o0 spoligotyping €
reorganizar os isolados identificados pelos
mesmos perfis de VNTR em grupos
geograficamente localizados pelo
Spoligotyping (Smith et al., 2006), obtendo
dessa forma mais dados acerca da
filogenética do bacilo bovino.

Os resultados obtidos a partir da andlise
somente dos isolados de M. bovis
procedentes de Minas Gerais revelaram a
formacdo de quatro complexos clonais,
sendo que o principal deles, identificado
pela ST17, caracteriza um perfil genaotipico
apresentado por isolados de quatro
municipios, localizados no Sul de Minas
(Bueno Brandao), Noroeste de Minas
(Lagoa Grande), Zona da Mata (Guiricema)
e Tridngulo Mineiro (Serra do Salitre). O
segundo maior complexo foi identificado
pela ST6, composta de isolados de sete
municipios, localizados no Sul de Minas
(Bueno Brand&o), Zona da Mata (Guidoval),
Tridngulo Mineiro (Gurinhatd e Ituiutaba) e
Vale do Rio Doce (Nova Mddica, Alpercata e
Caratinga). Essa informagdo € importante
porque demonstra a distribuicdo de isolados
de M. bovis com os mesmos perfis
genotipicos em diferentes partes do estado,
0 que sugere a ocorréncia de transito de
animais nessas regides.

Foi observado, que quando a andlise se
estendeu a amostras representativas
procedentes de outros estados do Brasil
(Sao Paulo, Goias, Mato Grosso, Parana,
Rio Grande do Sul), alguns isolados
apresentaram perfis genotipicos idénticos.
SP foi caracterizado pelos perfis ST6, ST17
e ST58; Goias foi representado por ST10,
ST30 e ST34; PR foi caracterizado por um
perfil Gnico ST55, mas se mostrou
estreitamente relacionado com amostras de
MG, SP e GO; MT identificou o perfil ST6
que também se mostrou presente em
amostras de SP e MG; MG contou com a
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maior parte das amostras representativas
neste estudo e identificou dentre outros, os
perfis ST6, ST10, ST11 e ST17 (Fig. 4). A
ocorréncia de perfis idénticos em isolados
de M. bovis provenientes de diferentes
Estados de Minas Gerais, 0 que sugere a
ocorréncia de diferentes fontes de infeccdo
ou o transito de animais nessas regifes.

Ao associar os dados da arvore filogenética
com as andlises realizadas pelo eBURST foi
observado que as amostras se
posicionaram de formas bem semelhantes
no cladograma e no dendrograma gerados.
O agrupamento das sequéncias tipo no
cladograma mostrou a formag&o de cinco
clados a partir de perfis genotipicos
localizados no centro da arvore, que se
mostraram estreitamente relacionados. As
amostras que foram caracterizadas por um
perfil  dnico de ST, normalmente
representadas por um Unico isolado, se
mostraram ainda que distantes das outras
ST, amplamente distribuidas entre todos os
clados descritos e sdo em sua maioria
procedentes de diferentes municipios. O
dendrograma exibiu 0 mesmo resultado,
porém facilitou a andlise das relacdes
evolutivas entre os isolados, uma vez que
forneceu maiores informag¢des acerca da
relacdo da variacdo genotipica das
sequéncias tipo com a formacdo de cada
complexo clonal. A distribuicho das
amostras com base na localizacdo
geografica e nos perfis Unicos descritos
sugere que um nimero maior de amostras
representativas dessas regibes poderia
inferir melhor a relagdo evolutiva do bacilo
bovino neste estudo, uma vez que poderia
modificar a formacao dos complexos clonais
fundados.

As amostras padrdo de M. bovis foram
localizadas nos clados D e E do
scladograma (Fig. 6) e se mostraram
relacionadas ao complexo clonal ST59 no
dendrograma. Em ambos, as cepas M. bovis
BCG CR13 (ST61) e AF2122/97 (ST63) se
mostraram mais afastadas em relacdo ao
grupo analisado, sendo as sequéncias tipo
ST1l e ST52 as mais estreitamente
relacionadas. As amostras de Bueno
Brandao constituiram o municipio com maior
namero de amostras. Pelo cladograma, as



amostras foram aglomeradas em sua
maioria no clado B, sendo a ST17,
caracterizada como um dos perfis descritos
dessa fazenda, localizada em um clado a
parte. Pelo eBURST, a ST17 representou o
genodtipo fundador de um dos complexos
clonais, sendo representado por boa parte
dos isolados desse municipio. O elevado
namero de isolados dessa regido poderia
ser um viés de amostragem, influenciando a
formacdo de um dos principais complexos
clonais fundados.

Os resultados obtidos pela andlise da regiao
de diferenca RDEul detectou quatro
isolados de M. bovis, ambos procedentes de
Minas Gerais, como sendo membros do
complexo clonal Eul de importancia global.
O espoligotipo descrito para esses isolados
foram SB0333 identificados pela sequéncia
tipo ST1, e o SB0267 identificado pela
ST11. A variagdo alélica existente entre
esses isolados foi observada em apenas um
locus caracterizado pela regido espacadora
MST4, representada geneticamente pela
variacdo no numero de repeticbes em
tandem. O SB1033 apresentou a auséncia
dos espacadores 3, 6, 8-12, 16, 34 e 39-43,
enquanto o SB0267 revelou a auséncia dos
espagadores 3, 5, 9, 11, 16,19 e 39-43,
confirmando a auséncia do espagador 11
gue segundo Smith et al. (2011) caracteriza
os membros do complexo clonal Eul.
Segundo o banco de dados do spoligotyping
(http://www.mbovis.org.) ha registro de
ocorréncia do espoligotipo SB0333 na
Holanda e do SB0267 na Republica Tcheca
e Eslovaquia (Pavlik et al., 2003), Africa do
Sul (Michel et al., 2008) e Espanha
(Rodriguez et al.,, 2009). Nao foram
encontrados na literatura relato desses
padrdes de espoligotipo no Brasil.

As regibes espacgadoras propostas para
realizacdo do MST para isolados de M.
bovis foram as mesmas propostas por
Djelouad;ji et al. (2008) ao aplicar a técnica
para isolados de M. tuberculosis. Essa
decisdo foi tomada com base na
similaridade genética de 99,95% existente
entre essas duas espécies. Os marcadores
utilizados foram procedentes de regides
intergénicas, susceptiveis a maiores taxas
de mutacéo devido a baixa presséo seletiva

existente. Como o bacilo bovino apresenta
uma ampla gama de hospedeiros em
relacdo ao bacilo humano e a evolugéo
entre eles procede sob condigdes distintas,
sugere-se que a selecdo de novos
espacadores para a aplicagdo do MST para
M. bovis seja realizada com base na andlise
da cepa M. bovis AF2122/97. As analises
acerca da filogenia do bacilo bovino
mostram que os isolados de M. bovis vém
sofrendo mudancas evolutivas em diferentes
regibes ao longo dos anos.

A analise pelo MST demonstra que a
amostragem precisa ser aumentada para
fornecer dados complementares que
possibilitem acompanhar a formacdo dos
complexos clonais e a expansdo dos
mesmos de acordo com a localizacéo e a
data. Este foi o primeiro trabalho a identificar
a variabilidade dos isolados de M. bovis
pelo método MST. Os resultados indicaram
gue o método funciona, uma vez que
permitiu tipar e diferenciar isolados de M.
bovis, a partir da andlise do
sequenciamento de poucas regibes
espacadoras, mesmo em localizacdes
restritas e em um periodo de tempo curto
como foi verificado no municipio de Bueno
Branddo. As sequéncias representativas de
cada alelo obtidas pelo sequenciamento das
regioes espacadoras podem ser
disponibilizadas em banco de dados
publicos para comparacdo de analises
futuras.

6. CONCLUSOES

A genotipagem de M. bovis pelo MST para
mostrou que os resultados obtidos podem
contribuir com estudos epidemioldgicos
acerca do bacilo bovino. O método se
mostrou  eficiente para detectar a
variabilidade  genética  presente nas
sequéncias analisadas e para inferir
relacdes evolutivas em curto prazo do bacilo
bovino. O método também se mostrou
adequado para correlacionar localizagcdo
geogréfica e dados filogenéticos dos
isolados de M. bovis utilizados neste estudo.

Acredita-se que novos  espacadores
desenhados a partir da cepa padrdo M.

57



bovis AF2122/97 possam detectar regides
mais variadas no genoma do M. bovis,
aumentando a discriminacdo entre o0s
isolados.

O aumento da amostragem é sugerido, uma
vez que poderia contribuir para um melhor
entendimento acerca da formagdo e
expansdo dos complexos clonais fundados
no estudo. O wuso do spoligotyping
associado ao MST contribuiu com as
analises acerca da bhiogeografia do bacilo
bovino.
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