Mayra da Silva Oliveira

Epidemiologia Molecular de Isolados de Brucella abortus de bovinos no Brasil,
2009 a 2013

Dissertacdo apresentada a Escola de Veterindria da
Universidade Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Mestre em Ciéncia
Animal.

Area de concentracio: Medicina Veterinéria Preventiva
Orientador: Prof. Andrey Pereira Lage

Coorientadora: Dra. Elaine Maria Seles Dorneles

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria da UFMG
2017



Oliveira, Mayra da Silva, 1990-

048e Epidemiologia molecular de isolados de Brucella abortus de bovinos no Brasil, 2009
a 2013 / Mayra da Silva Oliveira. — 2017.
63 p. :il.

Orientador: Andrey Pereira Lage

Co-orientadora: Elaine Maria Seles Dorneles

Dissertagio (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria
Inclui bibliografia

1. Bovino — Doengas — Teses. 2. Brucella abortus — Teses. 3. Brucelose em bovino —
Teses. 1. Lage, Andrey Pereira. IL Dorneles, Elaine Maria Seles. III. Universidade Federal
de Minas Gerais. Escola de Veterinaria. IV. Titulo.

CDD - 636.089 695 7




I () /) G v
= ; DE MINAS GERAIS
R
FOLHA DE APROVACAO

MAYRA DA SILVA OLIVEIRA

Dissertagao submetida a banca examinadora designada pelo Colegiado do
Programa de P&s-Graduagdo em CIENCIA ANIMAL, como requisito para
obtengdo do grau e MESTRE em CIENCIA ANIMAL, &rea de concentragao
MEDICINA VETERINARIA PREVENTIVA.

Aprovada em 22 de Janeiro de 2016, pela banca constituida pelos
membros:

TProf. Andrey Pereira Lage
Presidente - Orientador

%n«méél ,44/1/1 Jy/O'l«%«

Dr¥. Fernanda Alves Dorella
Laboratdrio Oficial Central - AQUACEN

Prof. Vasco, Ari x de Carvalho Azevedo
Instituto Bioldgicas - ICB
@j@(W 40%1@ «»ZZA é@ﬂ%cé@

/Profa, Elaihe Maria Seles Dorneles
Universidade Federal de Lavras - UFLA

Universidade Federal de Minas Gerais
Escola de Veterinaria

Av. Antonio Carlos, 6627 -

Caixa Postal 567 — CEP 30123-970

Belo Horizonte — Minas Gerais
Telefone: (31) 3409-2057/2059(fax)
www.vet.ufmg.br

E-mail cap@vet.ufmg.br



A
Minha amada familia: Mae e Pai, Tia e Tio, lara, Tancredo, Maria Clara, Vitor Mikael e Helton
pelo amor e incentivo, dedico esta conquista.

“K necessario ter o caos c4 dentro para gerar uma estrela.”
Friedrich Nietzsche


http://pensador.uol.com.br/autor/friedrich_nietzsche/

AGRADECIMENTOS
A Deus, meu refugio e fortaleza.
A minha mée, Iracema, e meu pai, Mério, pelo amor incondicional. Obrigada por acreditarem em
mim!
A minha irmé, lara, pelo amor maternal e apoio singular. VVocé é uma parte de mim!
Ao meu irméo, Tancredo, e meus sobrinhos amados, Maria Clara, Vitor Mikael e Arthur, pelo
amor e carinho.
Aos meus tios, Maria Ney e Paulo Roberto, pela oportunidade, criacdo, serenidade e confianca.
Sem ajuda de vocés teria sido praticamente impossivel sair de uma pequena cidade do interior e
chegar até aqui!
A minha avd, Eva, um exemplo de forca em minha familia.
Ao meu namorado, Helton, pelo amor, Ocompanheirismo e paciéncia. Obrigada meu heroi!
Ao Prof. Andrey pela oportunidade, confianca e ensinamentos. Obrigada por me aceitar para
realizar o estagio curricular e na orientagdo do mestrado.
A Elaine pela confian¢a, amizade, ensinamentos, compreensdo e incentivo. Nunca esquecerei
tudo que fizeste por mim!
Ao Ermilton pela amizade leal e companheira. Obrigada por sempre “estar” quando eu mais
precisei! Vocé é sem divida um “amigo de verdade”.
Aos colegas do LBA por todo o carinho e incentivo, em especial, ao Dionei, Jamili, Ethiene,
Andréa, Telma, Jonata, Carol, Gabi, Fernanda, Luciana. Foi um grande prazer ter conhecido e
convivido com vocés!
Aos amigos Arannadia, Renata, Givanildo, Telissa e Conrado pela amizade e apoio.
A Nathalya, uma grande amiga da pensao da Dona Deth.
As minhas amigas de ap, Kenya e Layanne.
A todos os técnicos e funcionarios do DMVP que colaboram para realizacdo desse trabalho e
aprendizado nesta escola. Especialmente a Grazielle, Graciela, Agda, Eduardo, Gustavo e Renata.
A todos os funcionarios do Colegiado de Pés-Graduacdo. Em especial a Luzete e Luis.
Ao CNPq e Fapemig pelo suporte financeiro ao projeto.
A CAPES pela concesséao da bolsa de mestrado.



SUMARIO

RESUMO .....cooiieieieeeseee st eses st se s ses s s s en s
ABSTRACT ....ooeieeeseeeiesiiesss s s sesssess s s st as s s st s snnsnns
[N {0] 010 07X @ 2SO
OBUIETIVOS ..ot es st
REVISAO DE LITERATURA . .....c.ivireeiereseeeessessesssss s s s seanans

Brucelose bovina
Diagnostico de Brucella spp.
Epidemiologia Molecular e Analise Mltiplos loci de VNTR (MLVA)

MATERIAL E METODOS........coiiiiieieie et

Amostras de Brucella abortus

Obtencéo do DNA genémico

PCR género-especifica

PCR espécie-especifica

Anélise de multiplos loci de VNTR (MLVA)
Indice de diversidade

Analise dos gendtipos

RESULTADOS ...

PCR Género-Especifica e PCR Espécie-Especifica
MLVA e HOOF-print

MLVAS

MLVAL6

MLVA16 associado aos HOOF-print 3 (Bruce25) e HOOF-print 4 (Bruce20)

DISCUSSAD.......coiiiiiieiesiesie sttt
CONGCLUSAOQ........oiiiieiieies ettt
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cooveieeieveeesiessesssseies s v

ANEXOS

08
08
10
13
14
14
16
19
24
24
24
24
25
26
28
28
30
30
30
30
33
39
43
48
49
57



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 -
Tabela 2 -

Tabela 3

Tabela 4 -

Tabela s -

Tabela 6

Iniciadores utilizados nos painéis 1, 2A e 2B do MLVA16, e painel 3(Hoof-print 3 e 4)
Gendtipos e 0 nimero de representantes por perfil genotipico descritos no MLVAS8

Diferencas entre os perfis genotipicos de B. abortus isolados de 2009 a 2013 e isolados
de 1977 a 2008

Gendtipos mais frequentes encontrados pelo MLVA16, nimero de representates por
genotipo, frequéncia, origem da amostra, locus/loci de delecdo ou adi¢do e origem do
gendtipo com proximidade

indice de diversidade (HGDI) calculado para cada locus do MLVA16, MLVAS, MLVA16,
MLVA16 associado ao HOOF-print3 (Bruce25), MLVA16 associado ao HOOF-print4
(Bruce20) e MLVAL6 associado aos HOOF-print3 e 4 (Bruce25 e Bruce20)

Dados gerais: identificacdo da amostra, unidade de repeticdo em cada locus, genétipo
pelo MLVAL16, gendtipo pelo MLVAS, estado de origem, ano de isolamento

27
31

33

38

40

57

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura s -

Figura 6 -

Distribuigéo, por Estado, de amostras de B. abortus isoladas no Brasil pelo LANAGRO
de 2009 a 2013.

Gel de agarose a 1% mostrando amplificacdo, pela PCR género-especifica para Brucella
sp. corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL). Canaleta M: marcador de peso molecular
100 bp DNA Ladder (New England, Biolabs); canaleta CN: controle negativo, canaleta
CP: controle positivo (amostra de referéncia 544), canaletas 1, 2, 3, 4, 5: amostras
isoladas confirmadas como pertencentes ao género Brucella.

Minimum Spanning Tree (MST) de isolados bovinos de B. abortus usando os dados de
MVLA8 e MLVAL16. A MST é apresentada com a maior pontuacdo geral de confiabilidade
e foi calculada utilizando UPGMA associado com a regra de prioridade e a reamostragem
por bootstrap para amostras de B. abortus isoladas de bovinos no Brasil de 2009 a 2013.
A) Os nimeros em cada complexo clonal representam os genétipos pelo MLVAS. B) Os
nameros em cada complexo clonal representam os genotipos pelo MLVAS, utilizando os
dados do MLVA16. As informacdes sobre a origem dos isolados estdo discriminadas por
cores.

Dendograma obtido a partir da analise dos genétipos das 140 amostras isoladas de B.
abortus pelo MLVA16. Estdo descritos 0s genétipos e nimero de representantes por
genotipo

Distribuicdo dos gendtipos obtidos a partir do MLVA16 de amostras de B. abortus
isoladas de bovinos no Brasil entre os anos de 2009 a 2013. Em parénteses esta descrito
o nlmero de representantes de cada genétipo por estado

Dendograma obtido a partir da analise dos genotipos das 140 amostras isoladas de B.
abortus pelos 16 loci de VNTR do MLVAL6 acrescidos HOOF-print 3 e 4(Bruce25 e
Bruce20). Nas colunas, da esquerda para direita, estdo descritas: cidade, identificacdo da
amostra, ano de isolamento e estado.

24

30

32

34

35

4



RESUMO

Os objetivos do presente estudo foram tipificar a diversidade genotipica de amostras de
Brucella abortus isoladas de bovinos no Brasil entre 2009 e 2013, e analisar sua distribuicdo como
apoio ao programa brasileiro de controle e erradicacdo da brucelose. Cento e quarenta amostras
isoladas de bovinos no Brasil entre 2008 e 2013 foram genotipados usando um conjunto de 18
VNTR (MLVA16 + Hoof-Print 3 + Hoof-Print 4). A anélise dos MLV A8 revelaram oito genotipos
diferentes entre as amostras de B. abortus, incluindo cinco descritos anteriormente e trés novos.
A Anadlise dos loci MLVAL16 revelou cinguenta e oito genotipos distintos, dos quais trés eram
idénticos, trinta e oito foram consideradas proximos, e dezessete foram consideradas distantes em
comparagdo com aqueles descritos anteriormente e depositados em MLVAbank. A anélise do
Hoof-print 3 e 4 revelou o maior nimero de alelos diferentes entre todos VNTR avaliados,
exibindo a resolu¢cdo maxima quando associada aos marcadores do MLVAL16. Os resultados deste
trabalho validam a utilidade da técnica MLVA, especialmente MLVAL6, na epidemiologia
molecular de B. abortus. Este estudo também fornece um reflexo sobre os gendtipos de B. abortus
em circulagdo no Brasil, o que certamente contribuem para a melhor compreensdo da
epidemiologia e controle da brucelose bovina no pais. Além disso, os dados deste estudo
mostraram uma alta diversidade genética entre os isolados de B. abortus e uma estreita entre as
amostras brasileiras de B. abortus depositados por MLV Abank, demonstrado pela divergéncia
micro-evolutiva resultante de mutagdes em locais hipervariaveis.

Palavras-chave: MLVA, VNTR, HOOF-print, gendtipos, brucelose, bovinos.

ABSTRACT

The aims of the present study were genotype Brucella abortus strains isolated from cattle in
Brazil between 2009 and 2013, and to analyze their distribution to support the Brazilian program
on control and eradication of brucellosis. One hundred and forty strains isolated from cattle in
Brazil between 2008 and 2013 were genotyped using a set of 18 VNTR (MLVA16 + HOOF-Print

3 + HOOF-Print 4). The analysis of MLVAS revealed eight different genotypes among B. abortus



strains, including five previously described and three new ones. Analysis of the MLVA16 loci
revealed fifty-eight distinct genotypes, from which three were identical, thirty-eight were
considered very close, and seventeen were considered distant compared to those previously
described and deposited in MLV Abank. Analysis of the HOOF-Prints 3 and 4 revealed the larger
number of different alleles among all VNTR assessed, exhibiting maximum resolution when
associated with MLVAL16 markers. Our results validate the usefulness of the MLVA technique,
especially MLVA16, in the molecular epidemiology of B. abortus. This study also provides
insights on the genotypes of B. abortus circulating in Brazil, which certainly contribute for the
better understanding of the epidemiology and control of bovine brucellosis in the country.
Moreover, our data showed a high genetic diversity among the B. abortus isolates and a close
relationship among these strains and Brazilian B. abortus deposited by MLV Abank, demonstrated
by micro-evolutionary divergence arising from mutations in hypervariable loci.

Keywords: MLVA; VNTR; HOOF-Print; genotyping; brucellosis; cattle.



1. INTRODUCAO

Um dos setores mais importantes do agronegécio brasileiro é a pecuéaria bovina. O Brasil
possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo, € considerado o maior exportador e segundo
maior produtor de carne bovina, além de sexto maior produtor de leite (BRASIL, 2014a). A
pecuéria de corte é um dos pilares do agronegécio brasileiro e a cadeia produtiva da carne
movimenta R$ 167,5 bilhdes por ano, gerando aproximadamente 7 milhGes de empregos
(BRASIL, 2014b). Por outro lado a pecuéria leiteira movimenta aproximadamente R$ 27,6
bilhdes de reais anualmente, contribuindo principalmente para a economia das pequenas e médias
cidades brasileiras (BRASIL, 2014a). Porém, por questdes sanitérias e de qualidade, o mercado
da carne bovina brasileira ndo consegue acessar mercados mais nobres. Ainda que o Programa de
Erradicacdo da Febre Aftosa esteja em fase avancada no pais, outras enfermidades como
brucelose e tuberculose representam ameacas com implantacdo de sansdes ao comércio da carne
(Miranda et al., 2008; Valente et al., 2011).

A brucelose é uma doenca zoondtica de importancia econémica reconhecida em todo
mundo, causada por bactérias do género Brucella (Foster et al., 2007). Sao descritas mais de dez
espécies dentro do género, com seis espécies consideradas classicas: B. melitensis (ovinos e
caprinos), B. abortus (bovinos), B. suis (suinos), B. canis (cdes), B. ovis (ovinos) e B. neotomae
(rato do deserto) (Glynn e Lynn, 2008; Godfroid et al, 2010). Esta classificacdo baseia-se
principalmente nos hospedeiros preferenciais de cada espécie e na patogenicidade das mesmas
(Moreno et al., 2002). Outras espécies tais como: B. ceti e B. pinnipedialis, foram descritas como
patdgenas de mamiferos marinhos; B. microti foi isolada de rato silvestre e B. inopinata foi isolada
do implante mamario em uma mulher (Scholz e Vergnaud, 2013). Além destas, novas espécies
tem sido investigadas, como B. papionis isolada de babuinos e uma nova espécie isolada de ras
(Whatmore et al., 2014; Muchowski et al., 2014).

Por se tratar de uma zoonose, o controle e prevencao da brucelose nos animais é essencial
para erradicar a doenca em seres humanos (WHO, 1997; Adone e Pasquali, 2013). No Brasil foi
implementado em 2001, pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) (Poester et
al., 2009). Nos programas de erradicacdo da brucelose, a identificacdo das espécies de Brucella e
seus biovares estdo orientados principalmente por testes microbioldgicos, sorologia e testes
bioguimicos. Durante muitos anos, a caracterizacdo fenotipica foi um dos poucos instrumentos
disponiveis para investigacdo de relacGes epidemioldgicas entre isolados, no entanto por estes
métodos o rastreamento da fonte de infecgdo é limitado, o que dificulta a aplicacdo de medidas
para impedir a propagacéo da doenca (Al Dahouk et al., 2007; Whatmore et al., 2009). Em fases

avancadas dos programas, como na fase de erradicacéo, a vigilancia intensiva deve ser mantida
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para confirmar que o agente ndo esta presente na populacdo (FAO, 2015). Nos paises em que a
brucelose foi erradicada ou controlada, os programas de vigilancia epidemiolégica foram
essenciais para evitar o ressurgimento da doenga (Bricker et al., 2003).

Para o controle da brucelose, especialmente nos estagios finais de um programa de
erradicacdo, € necessario um rigoroso programa de vigilancia e métodos altamente
discriminatérios para a caracterizagcdo de amostras presentes em surtos. Estas técnicas podem ser
utilizadas em estudos de monitoramento para determinar a fonte original da infecgéo e suas vias
de transmissdo (Almendra et al., 2009). Os métodos de deteccdo molecular de Brucella spp. por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e a genotipagem sdo ferramentas epidemiologicas
poderosas para confirmagdo da doenca e para identificacdo das fontes de infec¢do. Estes métodos
reduzem o risco de infec¢Oes laboratoriais por minimizar a manipulacdo do agente. Além disso,
sdo ensaios realizados em curto espaco de tempo, permitem o diagnostico mais rapido e acessivel,

mesmo em areas remotas (Franco et al., 2007).

Ap0s o0 sequenciamento de espécies de Brucella foi possivel a identificacdo de sequéncias
de DNA variaveis, utilizadas como marcadores epidemioldgicos (Bricker et al.; 2003). Estes
marcadores constituem fragmentos conhecidos como Variable Number of Tandem Repeat
(VNTR) que s&o sequéncias repetidas em tandem no genoma bacteriano. Estas repeticOes
provaram ser um alvo adequado para a avaliagdo do polimorfismo genético dentro das espécies
bacterianas (Lé Fleche et al., 2006; Whatmore et al., 2006; Her et al., 2009).

As ferramentas moleculares para a genotipificacdo permitem avaliar a relagdo genética
entre os isolados de campo, estes ensaios sdo destinados a complementar os testes diagnosticos
existentes, PCR e diagnostico bacteriolégico, que sao utilizados atualmente para classificagéo das
espécies de Brucella e identificacdo de biovar (Bricker et al., 2003). Estes métodos moleculares
sdo também usados para estudar a diversidade genética entre as varias espécies de Brucella em
um contexto evolutivo ou em cenarios de surto (Scholz e Vergnaud, 2013). Entre as metodologias
de tipificacdo molecular utilizadas para Brucella spp. destaca-se a Analise de Multiplos Loci de
VNTR - MLVA (Multiple Locus Variable Number of Tandem Repeats-VNTR Analysis) que
permite a diferenciacdo de perfis genotipicos entre os isolados de Brucella e as relagdes entre
eles. O conjunto de 16 marcadores de VNTR, MLVA16, é uma técnica de tipificagdo molecular
com alta capacidade discriminatéria e reprodutibilidade, composto por 16 loci de VNTR,
primeiramente descrita por Lé Fleche et al. (2006) (MLVA 15) e adaptada por Al Dahouk et al.
(2007) (MLVAL6), proposta para analise genética do género Brucella (Lé Fleche et al., 2006; Al
Dahouk et al., 2007). A capacidade de discriminagdo e de rastreamento do MLVA pode ser
aumentada quando associado aos loci de VNTR Hoof-print 3 e Hoof-print 4 (Her et al., 2009;
Whatmore et al., 2015).
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O MLVALG se apresenta como importante ferramenta em estudos epidemiolégicos sobre
brucelose no mundo (Al Dahouk et al., 2007; Kattar et al., 2008; De Santis et al., 2011; Jiang et
al., 2011; Di et al., 2014; Shevtsov et al., 2015), na caracterizacdo de novas espécies de Brucella
(Scholz et al., 2008), na avaliacdo de fontes de infeccdo humana (Marianelli et al., 2008; Marquat
et al., 2009; Jiang et al., 2011) e na avaliacdo da estabilidade genética de linhagens vacinais
(Garcia-Youldi et al., 2007; Her et al., 2009; Dorneles et al., 2013; Miranda et al, 2013). Na
genotipificacdo de 137 amostras de B. abortus de diversas regies do Brasil, isoladas entre 1977
e 2008, utilizando o MLVAL6, foram encontrados 89 diferentes gendtipos. Este estudo contribuiu
para o inicio da construgdo de um banco de dados de gendétipos de Brucella spp. do pais. Estes
dados futuramente contribuirdo para uma melhor compreenséo da epidemiologia e controle da

brucelose bovina no Brasil (Minharro et al., 2013).

Dessa forma, a técnica de genotipificagdo utilizando marcadores de VNTR, MLVA e
HOOF-print, apresenta grande potencial para contribuir no PNCEBT sobre o entendimento da
cadeia de transmissdo e vigilancia epidemiol6gica da brucelose bovina, permitindo a
rastreabilidade das fontes de infecgdo e o estudo das relacdes genéticas dentro da espécie e género.

12



2. OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Tipificar as amostras de B. abortus isoladas de bovinos no Brasil entre 2009 e 2013
utilizando o MLVA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Avaliar a diversidade genética das amostras de B. abortus isoladas de bovinos no Brasil
entre 2009 e 2013 utilizando o0 MLVAL6;

e Relacionar a frequéncia dos gendtipos encontrados com os dados epidemiol6gicos das

amostras;

e Comparar 0s gendtipos encontrados no presente estudo aos ja depositados no Banco
MLV Abank for Bacterial Genotyping.

13



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Brucelose bovina

A brucelose é uma doenca causada por bactérias do género Brucella spp. e representa
uma das principais zoonoses em todo o mundo (Godfroid et al., 2002; Corbel et al., 2006).
Brucella spp. sdo bactérias Gram-negativa, intracelulares facultativas que podem infectar muitas
espécies de animais (domésticos e silvestres) e os seres humanos (Olsen et al., 2010).

A infeccdo por Brucella spp. pode persistir por longos periodos, tanto em animais quanto
em seres humanos (Mick et al., 2014). Como agravante a brucelose também causa impactos
consideraveis na satde publica, ja que mais de 500.000 novas infec¢des sdo relatadas anualmente
em seres humanos (Pappas et al., 2006). Apesar de possuir distribuicdo geogréafica limitada, a
brucelose continua a ser um importante problema de salde publica na regido do Mediterraneo,
Asia ocidental, partes da Africa e América Latina (Pappas et al., 2006).

Brucella spp. pode ser transmitida ao homem por meio de consumo de produtos
contaminados, principalmente leite e derivados lacteos ndo pasteurizados ou por contato direto
com animais infectados (BRASIL, 2006). Nos seres humanos, a doenca geralmente causa febre
ondulante, mal-estar e mialgia, por vezes associada com complicacfes graves, como encefalite,
meningite, espondilite, artrite supurativa e endocardite vegetativa. A doenca também pode ocorrer
de forma crénica, afetando assim varios 6rgdos e tecidos (Franco et al., 2007; Carvalho Neta et
al., 2010).

Em bovinos B. abortus € a principal espécie causadora de doenca (Lage et al., 2008) e
sua transmissao esta associada principalmente com falhas de manejo, comércio e circulacao de
animais sem restri¢des, transito livre de animais em feiras e exposicdes locais, a pratica de ndo
segregar o rebanho por faixa etaria, e 0 uso de sémen de touros infectados ou de estado de salde

desconhecido para inseminag&o artificial (Gwida et al., 2010).

A via oral € a principal forma de infec¢do do bovino por B. abortus, embora a infecgdo
também possa ocorrer pela via aerégena ou via solucdes de continuidade na pele (Acha e Szyfres,
2003). Vale ressaltar que, a enorme quantidade de bactérias eliminadas durante o aborto ou parto
dos animais infectados, associada a grande resisténcia de B. abortus no ambiente, é a principal
fonte de infecgdo para os animais susceptiveis (Lage et al., 2008). Apés infeccdo, Brucella spp. é
direcionada aos ganglios linfaticos replicando-se intracelularmente em fagécitos (Carvalho Neta
et al., 2010). A invasdo de vasos linfaticos é seguida por bacteremia que conduz a infeccao
sistémica, favorecendo a colonizacdo do Utero gravidico, 6rgdos genitais masculinos e glandula
mamaria (Xavier et al., 2010). Os sinais clinicos mais frequente sdo aborto no tergo final da

gestacdo, natimortos e nascimento de bezerros fracos. Frequentemente, ocorre retencdo
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placentéria e infertilidade temporaria ou permanente, nos machos, as bactérias podem instalar-se
nos testiculos, epididimos e vesiculas seminais (Lage et al., 2008). A infeccdo por B. abortus pode
causar orquite uni ou bilateral com consequente infertilidade por diminuicdo da qualidade
espermatica (BRASIL, 2006; Lage et al., 2008).

Com objetivo de diminuir os impactos econémicos advindos da persisténcia de brucelose
e tuberculose em rebanhos bovinos no Brasil, foi instituido em 2001, pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo
da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) (BRASIL, 2006). Este programa é orientado
pelas condutas recomendadas pelos organismos internacionais e com flexibilidade para permitir
a sua implementagéo nos heterogéneos estados brasileiros (Poester et al., 2009). Para controle e
erradicacdo da brucelose foram definidas medidas sanitarias compulsorias, como vacinacdo de
bezerras e controle de transito animal, associadas a a¢Bes de adesdo voluntéria, como certificacao

de propriedades livres e monitoradas para a doenga (BRASIL, 2006).

No Brasil, o Unico estudo nacional sobre a situacdo da brucelose bovina antes da
implantacdo do PNCEBT foi realizado em 1975, sendo estimada a porcentagem de animais
soropositivos na Regido Sul de 4%, na Regido Sudeste de 7,5%, na Regido Centro-Oeste 6,8%,
na Regido Nordeste de 2,5% e 4,1% na Regido Norte (BRASIL, 2006). Apés implantacdo do
PNCEBT, em 2004, ja foram concluidos os estudos de caracterizacdo epidemiolégica da
brucelose bovina em 15 Unidades da Federacdo (UF) (Poester et al., 2009). Os dados de
prevaléncia revelaram heterogeneidade entre as prevaléncias de propriedades, de 0,32% no
Estado de Santa Catarina a 41,5% no Estado do Mato Grosso do Sul (Sikusawa et al., 2009; Chate
et al., 2009).

As préaticas que envolvam a identificacdo e a eliminagcdo dos animais infectados com a
devida indenizagdo dos proprietéarios para reposicdo dos animais eliminados fundamentam um
programa de controle e erradicacdo da brucelose bovina (Lage et al., 2008). Nos paises
desenvolvidos que controlaram a brucelose bovina e tiveram uma diminuigdo acentuada na
incidéncia de brucelose humana, a erradicagdo da brucelose foi realizada quando as partes
envolvidas se comprometeram em solucionar o problema (Seleem et al., 2010). Um programa
neste sentido apresenta enormes restricdes em sua implantagdo, especialmente nos paises em
desenvolvimento, por envolverem recursos humanos e financeiros nem sempre disponiveis. Em
virtude disto, a prevengdo da doenca pela vacinagdo dos animais susceptiveis assume um papel
relevante, consituindo-se uma prioridade no PNCEBT (BRASIL, 2006; Lage et al., 2008).

O PNCEBT, desde sua implementacéo, apoiou-se em medidas como vacinacéo e controle
de transito animal, caracterizadas como medidas compulsérias. A prioridade foi a vacinacao de

bezerras com idade entre 3 e 8 meses com a amostra B19, sendo permitido ap6s esta idade o uso
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de vacinas que ndo interfiram nos testes diagnosticos empregados (BRASIL, 2006). Deste modo
em 2007, o Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), por meio da Instrugdo
Normativa n°® 33, estabeleceu as condi¢fes para a vacinagdo de fémeas bovinas utilizando a
amostra vacinal RB51, ndo indutora de anticorpos aglutinantes. A utilizag&o desta amostra vacinal
é proibida em bovinos machos de qualquer idade, em fémeas até oito meses de idade e em fémeas
gestantes (BRASIL, 2007). Entre as medidas voluntéarias constam a certificacdo de propriedades
livres da brucelose bovina, monitorizacdo certificada de bovinos de corte, abate de animais
positivos em frigorificos e na formacao de recursos humanos para atuar no programa (BRASIL,
2006).

Para o controle efetivo da brucelose animal sdo necessarios procedimentos como:
vigilancia epidemioldgica ativa para identificar animais e rebanhos infectados, diagnostico
correto para evitar a transmissdo dentro do rebanho e eliminacdo de reservatérios (as fontes de
infeccdo), a fim de proteger os animais susceptiveis dentro do rebanho. Em conjunto também
devem ser aplicadas medidas para prevenir a reintroducdo da doenca. Em areas livres de
brucelose, o risco de introducdo da doenca por meio de transito animal precisa ser eliminado. O
trénsito de animais infectados deve ser proibido e as permissdes de importagdo sdo dadas a
propriedades certificadas como livre de brucelose (Gwida et al., 2011; WHO, 2009).

Paises como Dinamarca, Finlandia, Suécia, Noruega, Austria, Alemanha, Holanda e
Luxemburgo, sdo considerados livres de brucelose bovina, e outros paises a exemplo Franca,
Grécia, Portugal e Espanha receberam apoio da Unido Européia para avancar em programas de
erradicacao (Godfroid e Kasbohrer, 2002). Vale ressaltar que a brucelose foi controlada e, por
vezes, erradicada dos reservatorios animais, em paises desenvolvidos, pela aplicacdo estrita de
medidas de controle sanitario, tais como realizagao dos testes de diagndstico, com eliminacgao dos

animais infectados e desinfecgdo do ambiente (Seleem et al., 2010).

Nos paises em desenvolvimento, controlar a infecgdo animal exige um maior esforco e as
dificuldades concentram-se em construir uma infra-estrutura com educagdo sanitaria para
conscientizar as pessoas sobre os riscos da brucelose; dispor de laboratérios com instalaces
adequadas e pessoas treinadas para coletar e realizar os testes diagndsticos; além de manutencéo
de registros e programas de vigilancia ativa. Sua erradicacao é ainda mais dificil nestes paises por
causa de recursos limitados para indenizar os pecuaristas, ja que o descarte dos animais infectados

do rebanho é imprescindivel (Seleem et al., 2010).
3.2 Diagnostico de Brucella spp.

A propagacdo da brucelose entre os rebanhos geralmente ocorre através da introducéo de

animais infectados e assintomaticos (Adone e Pasquali, 2013). Podendo ocorrer pela exposi¢do
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de vacas ndo gestantes a pequenas quantidades de bactérias, com possibilidade de tornarem-se
portadoras assintomaticas. Ou na infecgdo de crias de vacas brucélicas durante a gestacdo, com a
persisténcia de Brucella spp. em alguns 6rgdos, podendo estes eliminar o agente etioldgico
durante a vida adulta. Os bezerros podem se infectar, de forma transitéria ou ndo, com a ingestao
de leite contaminado, albergando o agente nos linfonodos associados ao trato gastrointestinal, e
excretar Brucella ssp. nas fezes (OMS, 1986). Por esta razdo é essencial a detecgdo correta e
precisa destes animais e de possiveis portadores dentro do rebanho. Um diagndstico definitivo
deve ser apoiado em testes laboratoriais, incluindo testes soroldgicos ou testes de diagndstico
direto (Nielsen e Ewalt, 2004).

Os métodos de diagndstico para brucelose incluem testes diretos, envolvendo anélise
microbioldgica, deteccdo de DNA pela PCR ou imunohistoquimica, enquanto a base de testes
indiretos correspondem a deteccdo de resposta imunoldgica contra Brucella spp. presente em
fluidos corporais, resposta humoral ou celular, que sdo aplicadas quer in vitro (principalmente no
leite ou sangue) ou in vivo (teste de alergia). A escolha das estratégias diagnosticas e de quais
ensaios utilizar dependerad da situacdo epidemioldgica da brucelose nos animais susceptiveis
(bovinos e animais selvagens) em um pais ou uma regido (Adone e Pasquali, 2013; Godfroid et
al., 2010).

O diagnostico indireto, direcionado para deteccdo de anticorpos contra antigenos
especificos de Brucella spp., comp®e a principal estratégia empregada nos programas de controle
e erradicacdo da brucelose (Adone e Pasquali, 2013). O principal antigeno envolvido nos testes é
a cadeia O, componente do lipopolissacarideo constituinte da parede celular de Brucella spp. que
possui alta imunogenicidade (Schurig et al., 2002). O meio mais rapido, barato e menos laborioso
com indicagdo confidvel de exposigdo a B. abortus é a detecgdo de anticorpos no soro ou leite
(Lage et al., 2008). Os testes sorolégicos empregados no diagndéstico da brucelose bovina devem
ser reconhecidos internacionalmente e padronizados contra provas de soro anti-B. abortus (OIE,
2012). A ampla quantidade de testes indiretos disponiveis para o diagnostico de brucelose permite
gue cada pais, de acordo com suas disponibilidades e caracteristicas, escolha aqueles que melhor
se adaptem & sua estratégia (BRASIL, 2006).

No diagnostico indireto, a combinacdo de testes utilizados em série, costuma ser a melhor
estratégia, como visto em paises com avancos significativos no combate a brucelose. Essa
estratégia se direciona com a escolha de um teste de triagem de fécil execugdo, barato e de boa
sensibilidade, seguido de um teste confirmatdrio, realizado apenas nos animais que resultarem
positivos no teste anterior. Para confirmacdo do resultado, o teste utilizado geralmente é mais
elaborado, com melhor especificidade que o teste de triagem, que precisa também possuir boa

sensibilidade (OIE, 2012). No Brasil, as provas soroldgicas definidas no PNCEBT para dignéstico
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da brucelose bovina séo o teste do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e teste do Anel em
Leite (TAL) para triagem, para animais e rebanhos, respectivamente (BRASIL, 2006). A
confirmagdo dos resultados positivos individuais é feita pela combinacdo do Teste de
Soroaglutinacdo Lenta em Tubos (SAL) com o Teste de Reducdo pelo 2-Mercaptoetanol (2-ME),
pela reacéo de Fixacdo de Complemento (RFC) ou Teste de Polarizacdo Fluorescente (BRASIL,
2015).

O AAT (rosa de bengala, Card-Test®) é uma prova qualitativa rapida, pratica e de boa
sensibilidade que tém sido bastante utilizado como teste de triagem. Esta prova é muito util, mas
tende a ser muito sensivel, especialmente em animais vacinados com B19, apresentando altas
taxas de falso-positivos, por isso animais reagentes nesta prova devem ter o diagndstico
confirmado por outros testes (Lage et al., 2008; BRASIL, 2006).

O TAL foi idealizado para ser aplicado em misturas de leite de varios animais, em funcéo
da sensibilidade do teste. E um teste de grande valor, ndo s6 para se detectar rebanhos infectados,
como também para o monitoramento de rebanhos leiteiros livres de brucelose. Esta prova tem
limitagdes, como resultados falso-positivos em presenca de leites acidos, ou provenientes de
animais portadores de mastites ou de animais em inicio de lactacdo (BRASIL, 2006).

Entre as provas confirmatdrias, estdo o teste de reducgdo pelo 2-ME associado ao teste de
SAL, provas quantitativas seletivas, entre as quais a primeira detecta somente a presenca de 1gG
no soro, que é a imunoglobulina indicativa de infecgdo crénica, e a segunda detecta IgM e IgG
(BRASIL, 2006). Outra prova definida como confirmatéria é a fixacdo do complemento,
considerada como uma das provas com melhor sensibilidade e especificidade (Emmerzaal et al.,
2002). Este teste é recomendado pela Organiza¢do Mundial de Satide Animal (OIE) para o transito
internacional de animais. No entanto, por ser um teste trabalhoso e complexo, exige treinamento
e laboratdrio bem equipado para sua execucao (Lage et al., 2008; BRASIL, 2006). O Teste de
Polarizacdo Fluorescente pode ser utilizado como teste Unico ou como teste confirmat6rio em
animais reagentes ao teste do AAT ou inconclusivos ao teste de redugéo pelo 2-ME (BRASIL,
2015). Este teste apresenta bom desempenho pela alta sensibilidade, alta especificidade e alta
reprodutibilidade interlaboratorial (Mathias et al., 2010).

Como diagnostico direto destaca-se a imunohistoquimica, o isolamento bacteriano e a
PCR. A imunohistoquimica é uma ferramenta direta de diagnostico que pode ser realizada em
material de aborto mesmo apds a fixacdo em formol e que permite tanto a identificacdo do agente
como a visualizacdo de aspectos microscopicos do tecido examinado, sendo uma ferramenta
muito Util para estudar a patogénese da doenca (Carvalho Neta et al., 2010; BRASIL, 2006). No
entanto, o padrdo ouro para o diagnostico de brucelose é o isolamento bacteriano. O isolamento

e identificacdo da B. abortus podem ser feitos a partir de material de aborto (feto, contetido
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estomacal de feto, placenta) ou secrecbes (Alton et al., 1988). A forma classica de identificacdo
das bactérias do género Brucella tem como base as suas caracteristicas fenotipicas, como
requerimento de CO,, producédo de HS, hidrdlise de uréia, inibicdo do crescimento em corantes
(fucsina e tionina), aglutinacdo em soro monoespecifico e fagotipagem (Alton et al., 1988). No
entanto, para isolar Brucella spp. é necessario dispor de tempo e uso intensivo de recursos. Este
método exige laboratorios especializados com nivel 3 de biosseguranga, que requerem, além do
treinamento e experiéncia, seguranca na manipulacdo com o agente, pois 0 manuseio envolve
risco de infeccdo (Godfroid et al., 2010; CDC, 2009). A fim de evitar estes inconvenientes,
métodos baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) estdo se tornando muito Uteis para o
sucesso dos estudos envolvendo Brucella spp. (Yu e Nielsen, 2010). Além de identificar, algumas
dessas técnicas permitem também a classificacdo das espécies de Brucella envolvidas nas
infeccOes (Bricker e Halling, 1995; Lopez- Goni et al., 2008). A PCR detecta um segmento de
DNA especifico de B. abortus em material suspeito, como aborto, secre¢Ges e excrecdes,
apresentando-se como alternativa ao isolamento. E uma técnica bastante sensivel e especifica,

mas requer equipamentos sofisticados e pessoas treinadas (Bricker, 2002; BRASIL, 2006).

O isolamento de Brucella spp., a deteccdo de DNA e a imunohistoquimica sdo os métodos
que permitem certeza do diagnostico (Carvalho Neta et al.,, 2010). Na biotipificacdo e
gonotipagem sdo fornecidas informag6es epidemioldgicas valiosas que permitem o rastreamento
de infeccbes (Whatmore et al., 2006; VVan Belkum, 2007).

As bactérias do género Brucella apresentam alta homologia de DNA (Verger et al., 1985).
Embora as bactérias do género Brucella sejam consideradas monomorficas, apresentando alta
homogeneidade na hibridizacdo de DNA-DNA, ap6s 0 sequenciamento do genoma de B.
melitensis 16M (DelVecchio et al., 2002), B. suis 1330 (Paulsen et al., 2002) e B. abortus 9-941
(Halling et al., 2005) foi possivel identificar sequéncias de DNA variaveis com potencial
utilizagdo como marcadores para o diagndstico e diferenciagdo genotipica (Bricker et al., 2003).
O genoma bacteriano possui regides de nucleotideos que se repetem em sequéncias codificantes
ou ndo, quando estas repeticdes estdo adjacentes umas as outras e seu nimero no mesmo locus
varia entre os isolados, as respectivas regides gendémicas sdo chamadas nimeros variaveis de
repeticbes em tandem (Variable Number of Tandem Repeat — VNTR). Os VNTR tém se mostrado
Gteis marcadores moleculares epidemiolégicos pela sua alta variabilidade, utilizados com sucesso

para diferenciar linhagens ou gendtipos de uma mesma espécie (Van Belkum, 2007).
3.3 Epidemiologia Molecular e Andlise Multiplos loci de VNTR (MLVA)

Os métodos de tipificacdo tém se tornado indispensaveis para o estudo da epidemiologia

da maioria dos patdgenos microbianos. Diferentes sistemas de tipificacdo tém sido aplicados para
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compreensdo das relacdes epidemioldgicas de alguns micro-organismos (Traub et al., 2005;
Ranjbar et al., 2014).

A genotipagem microbiana ou “DNA fingerprint” é importante para o esclarecimento de
surtos de doengas infecciosas, além de permitir o rastreamento de patégenos virulentos ou
multiresistentes (Van Belkum, 2003). A identificacdo de espécies e gendtipos a partir de isolados
de Brucella spp. é importante para a vigilancia epidemioldgica; investigacao de surtos em regides
endémicas e livres; e distinguir os casos de reintroducdo da doenca e de recidivas, influenciando
assim as decisOes a serem tomadas (Kattar et al, 2008). A identificacdo baseada em VNTR, ajuda
na diferenciacdo genotipica entre amostras por permitir a deteccdo de microevolucées, deleces
ou adi¢cdes no genoma bacteriano (Whatmore et al., 2006; Bricker et al., 2003). A combinacao
entre sequéncias homdlogas consecutivas permite o desenvolvimento de ensaios de alta resolugdo
de discriminacdo entre linhagens, pois varios alelos podem ser observados entre amostras de um

mesmo micro-organismo (Vergnaud e Pourcel, 2006).

Os VNTR consistem em ocorréncias subsequentes perfeitas ou imperfeitas de uma
unidade de repeticdo de DNA, que podem apresentar diferentes alelos e variagfes entre amostras
de um mesmo micro-organismo. Estas sequéncias de DNA sdo encontradas em organismos
procariotos e eucariotos e sao, geralmente, classificados em: satélites, que possuem megabases de
DNA; minissatélites, quando as unidades de repeticdo estdo entre 100-600 pb, abrangendo
centenas de pares de bases; e microssatélites, com sequéncias menores, quando as unidades de
repeticdo estdo entre 1-8 pb, abrangendo algumas dezenas de nucleotideos (Vergnaud e Pourcel,
2006).

A partir da caracterizagdo do nimero de repeti¢des em cada locus com VNTR podem ser
observadas modificagdes genéticas entre amostras de uma mesma espécie, as quais podem ser
utilizadas para construir uma identidade genética para isolados bacterianos (Whatmore et al.,
2006). Assim, técnicas moleculares que se baseiam na deteccdo VNTR sdo adequadas para
investigar surtos de doencas individuais e para rastreamento de transmisséo de agentes, com casos
epidemiologicamente relacionados, a partir de amostras que compartilham alelos de VNTR,
detectados a partir de ensaios ou analises de um conjunto de loci com VNTR. A combinacdo de
varios alelos fornecem niveis de discriminacdo entre isolados, dentro e entre espécies, sem

precedentes como observado para Brucella spp. (Whatmore, 2009).

Os primeiros trabalhos com uso de marcadores de VNTR altamente discriminatérios para
tipificagdo de Brucella spp. foram realizados por Bricker et al. (2003) e denominados de “HOOF-
prints” (Whatmore et al., 2009). Também outros grupos de pesquisa investigaram marcadores de

VNTR, e caraterizaram dentro dos loci com VNTR marcadores moderadamente variaveis,
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constituidos de minissatélites, e hipervaridveis ou mais discriminatérios, formados por
microssatélites (Le Fléche et al, 2006; Al Dahouk et al., 2007).

Ainda que o isolamento bacteriano com uso de ensaios classicos seja importante para
identificacdo das amostras de Brucella spp., a analise de multiplos loci com VNTR, que tem como
alvos mdltiplas regifes de repeticdo com taxas de mutacdo mais elevadas do que outros
marcadores gendmicos, tem maior poder de discriminacdo entre os isolados (Lé Fleche et al.,
2006).

Neste contexto, os novos métodos de genotipagem como Analise de Mdltiplos Loci de
VNTR, MLVA, estdo ganhando maior aceitacdo e aplicacdo, nos proximos anos certamente serdo
usados como rotina de genotipagem e determinagdo de perfis genotipicos, constituindo um
método efetivo para epidemiologia molecular (Le Fléche et al., 2006; Whatmore, 2009; Godfroid
et al., 2010). Estes loci foram selecionados para genotipificagdo de Brucella, constituindo um
painel formado por um conjunto de 15 loci, composto por oito marcadores com minissatélites e
sete marcadores com microssatélites altamente discriminatérios (Le Fléche et al., 2006), foi
chamado de MLVALS5 e apo6s adigdo do locus Brucel9 (minissatélite) foi denominado MLVA16
(Al Dahouk et al., 2007). Esta técnica tornou-se uma ferramenta Gtil para identificar gendtipos de
amostras de Brucella spp. e os dados resultantes podem ser utilizados em investigacGes de
rastreamento epidemioldgico (Jiang et al., 2011; Kattar et al., 2008).

Os resultados do MLV A d&o suporte a classificacdo atual do género Brucella, em que os
isolados sdo caracterizados pelo nimero de VNTR gerando uma impressao digital especifica ou
“fingerprint”, na qual as amostras sdo associadas de acordo com a espécie, e ainda gerando um
discriminacéo satisfatoria entre a espécie (Al Dahouk et al., 2007). Uma grande vantagem desta
técnica é a facilidade de intercambio de dados. Os dados podem ser resumidos em um arquivo de
texto contendo o numero de cdpias em repeticdo para cada locus e cada espécie. Estes dados
podem ser armazenados em bancos de dados de cada instituicdo, também podem ser acessados e
consultados através do banco de informagGes compartilhado na internet (Lé Fleche et al., 2006).
Salienta-se que esta técnica é considerada adequada para discriminagdo de um grande nimero de

amostras (Vergnaud e Pourcel, 2006; De Santis et al., 2011).

Outro painel de VNTR também proposto para genotipificacdo de Brucella spp. é
composto por microssatélites octaméricos chamados HOOF-print (Bricker et al., 2003). Os
HOOF-print sdo marcadores de genotipificacdo de alta resolucdo e discriminacdo entre 0s
isolados (Bricker et al. 2003; Whatmore et al., 2006). Com o aumento dos estudos utilizando
HOOF-print, tem sido descritos um ndmero cada vez maior de marcadores altamente
polimdrficos, em conjunto aos anteriormente descritos (Whatmore et al., 2006; Almendra et al.,

2009; Whatmore et al; 2009; Whatmore et al.; 2015). Vale ressaltar, que é necessario uma selecdo
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de marcadores para serem utilizados nas diversas situacfes, pois 0s loci selecionados tém
diferentes taxas de evolucéo, dando flexibilidade de uso dos marcadores correspondentes a
natureza da populacdo a ser examinada (Whatmore et al., 2006). A associacdo de HOOF-print ao
MLVAL6 pode aumentar a capacidade de discriminagéo e de rastreamento do ensaio de MLVA
(Her et al., 2009).

MLVAL6 demonstrou ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de estudos
epidemioldgicos de Brucella spp. (Alvarez et al., 2011), na caracterizacdo de novas espécies de
Brucella (Maquart et al., 2009; Scholz et al., 2008), na avaliagdo de fontes de infecgdo humana e
animal (Marianelli et al., 2008), também na discriminacdo de pequenas varia¢des gendémicas entre
as estirpes vacinais (Dornelles et al., 2013).

Na Franca, foi possivel identificar a origem de um surto ocorrido em bovinos a partir do
contato com ruminantes silvestres utilizando MLVA16 (Mick et al., 2014). Demonstrou-se que 0
mesmao perfil genotipico de Brucella spp. que persistia no rebanho de ruminantes silvestres foi
encontrado em bovinos daquela regido. Este consenso foi formado a partir de um conjunto de
informacdes que permitiram a suspeita da introducdo de novos perfis ou mesmo o0 monitoramento
da introducdo de novas amostras em rebanhos de contato estreito, auxiliando no esclarecimento
deste surto (Mick et al., 2014).

A utilizagdo do MLVAL6 permitiu, em uma area restrita da Italia onde a brucelose ainda
é endémica, observar diferentes genétipos de B. melitensis em isolados oriundos de seres
humanos. Na qual foi confirmada a infec¢do adquirida durante uma viagem de um técnico de
laboratério pela analise do perfil genotipico dos isolados (Marinelli et al., 2008). Na China,
utilizando o MLVA, foi possivel caracterizar amostras de Brucella spp. e esclarecer um caso de
brucelose em uma regido ndo endémica. Foi confirmada a infec¢do de um técnico de laboratério
em Pequim, adquirida por infeccdo acidental, provavelmente por amostra de um paciente da
Mongédlia (Jiang et al., 2011). Deste modo, a tipificacdo através de analise de VNTR pode ajudar
a diferenciar acidentes laboratoriais de infeccdes adquiridas durante o lazer ou viagem a uma

regido endémica (Marinelli et al., 2008), fornecendo evidéncias de origem da infec¢éo.

No Brasil o0 MLVA permitiu a analise genética de linhagens vacinais de referéncia. Apés
sucessivas passagens in vitro de amostras vacinais de B. abortus foi comprovada a estabilidade
genética das amostras B19 e RB51 (Dorneles et al., 2013). Depois de constatada a estabilidade
dos marcadores genéticos que compdem o MLVAL6 in vitro foi proposto a inclusdo da técnica
entre os testes utilizados para garantir a qualidade e estabilidade genética das vacinas vivas anti-
Brucella (Miranda et al., 2013; Dorneles et al., 2013). O uso do MLVA como marcadores
epidemioldgicos esta relacionado a sua estabilidade frente a pressdo de selecdo que ocorre em

infeccBes naturais. Foi demonstrado que h& baixa diversidade genética e estabilidade in vivo dos

22



marcadores de MLVAL6 entre isolados de um foco de infeccdo, mesmo quando avaliados durante
um periodo de 16 meses, quando foram submetidos a pressdo seletiva das infec¢fes naturais
(Dorneles et al. 2014b).

A genotipificacdo de 137 amostras de B. abortus, isoladas de bovinos no Brasil entre 1977
e 2008, pelo MLVALS, revelou em 137 amostras de B. abortus pertencentes a vérias regides do
Brasil, 89 diferentes gendtipos considerados potenciais marcadores epidemioldgicos espaciais,
dando inicio a0 um banco de gendtipos brasileiros depositados no MLVABank Bacterial

Genotyping (Minharro et al., 2013).

Portanto, 0 MLVA apresenta-se como uma importante ferramenta na investigacao
epidemioldgica de infecgdes por Brucella spp. com aplicagdo em programas de controle e
vigilancia epidemioldgica da brucelose para identificacéo e caracterizagdo de diferentes genotipos
(Whatmore et al., 2006; Al Dahouk et al., 2007). A maioria dos critérios recomendados a um teste
de tipificacdo como reprodutibilidade, estabilidade, capacidade discriminatoria e concordancia
epidemioldgica sdo atendidas no MLVA (Struelens, 1998). O sucesso dos programas de controle
e erradicacdo de enfermidades esta intimamente associado a uma vigilancia epidemioldgica ativa
e permanente (Godfroid e Kasbohrer, 2002). A partir das técnicas de tipificagdo é possivel
identificar fontes comuns de infec¢do, investigar as relacdes epidemioldgicas espaciais, avaliar a
microevolucao do agente frente a pressao de sele¢do estabelecida pelo ambiente e pelo hospedeiro
e ainda gerar dados que possam contribuir para a taxonomia do género Brucella (Vergnaud e
Pourcel, 2006; Whatmore et al., 2006; Al Dahouk et al., 2007).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras de Brucella abortus

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 140 amostras de B. abortus isoladas de
bovinos do Brasil, entre 2009 e 2013, provenientes do Laboratério Nacional Agropecudrio
(LANAGRO/MG) do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Neste
trabalho foi utilizado uma amostragem de conveniéncia, utilizando as amostras de B. abortus
cedidas pelo LANAGRO, atualmente o Unico laboratério que recebe material do MAPA para
isolamento de B. abortus no pais. Estas amostras foram oriundas de 8 estados: Para, Mato Grosso,
Tocantins, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Rondonia, Espirito Santo e Mato Grosso do Sul
(Figura 1).

= Espirito Santo Minas Gerais Mato Grosso do Sul Mato Grosso

= Para = Rondonia = Rio Grande do Sul = Tocantins

Tocantins [ 11

Rio Grande do Sul [ 7

Rondonia [l 4
rere [ ::
Mato Grosso 21

Mato Grosso do Sul 1
Minas Gerais 5

Espirito Santo ] 3

Figura 1 — Distribuicéo, por Estado, de amostras de B. abortus isoladas no Brasil pelo LANAGRO de
2009 a 2013.

4.2 Obtenc¢do do DNA genémico

A extracdo do DNA gendmico foi realizada segundo Pitcher et al. (1989). Para verificar
a pureza e determinar a concentracdo do DNA das amostras foi utilizado a espectrofotometria
(Sambrook e Russel, 2001), utilizando NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE Healthcare,
UK).

4.3 PCR género-especifica
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O DNA de cada isolado foi submetido a PCR para amplificacdo do gene bcsp3l,
conservado em todas as espécies de Brucella, utilizando os iniciadores B4 e B5, descritos por
Baily et al. (1992). A amplificacdo do DNA gendmico de cada amostra foi realizado segundo
Richtzenhain et al. (2002). Como controle positivo foi utilizada a amostra de referéncia cedida
pelo LANAGRO, B. abortus 544 (ATCC 23448), e como controle negativo todos os reagentes do
mix de PCR sem o DNA. Os produtos amplificados (223 bp) em todas as reacdes de PCR foram
visualizados em gel de agarose 1,0% em tampéo Tris-borato- EDTA (TBE) (89 mM Tris Base,
89 mM acido bérico e 2 MM EDTA pH8.0) (Sigma, EUA) e corado com brometo de etideo (0,5
mg/mL). Apds eletroforese, os géis foram observados a luz ultravioleta e fotografados (L-PIX
EX, Loccus Biotecnologia, Brasil). O marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (New

England, Biolabs, EUA) foi utilizado em cada eletroforese.
4.4 PCR espécie-especifica

Para diferenciar as espécies de Brucella foi utilizado a AMOS PCR (Bricker e Halling,
1994; Lopez-Gofii et al., 2008) com as modificacdes sugeridas por Orzil et al. (2015) , baseado
na amplificacdo da regido 1S711.

Para visualizagdo dos produtos amplificados em todas as reacGes de AMOS PCR foi
utilizado gel de agarose 1,0% em tampdo TBE corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL).
Seguida a eletroforese, os géis foram observados sob luz ultravioleta e fotografados (L-PIX EX,
Loccus Biotecnologia, Brasil). Marcador de peso molecular 1kb plus DNA Ladder (Invitrogen,

EUA) foi utilizado em cada eletroforese.
4.5 Analise de maltiplos loci de VNTR (MLVA)

Na determinacdo do perfil genotipico dos isolados de Brucella spp., foi utilizado a técnica
de andlise de multiplos loci de VNTR conforme descrito por Lé Fleche et al. (2006) (MLVAL5) e,
posteriormente, adaptado por Al Dahouk et al. (2007) (MLVAL16). Além dos VNTR presentes no
MLVAL6, foram inseridos neste trabalho também os VNTR, Hoof-print 3 e 4 (Bruce25 e Bruce20),
na analise do perfil genotipico dos isolados (Bricker et al, 2003; Whatmore et al., 2006). Estes
marcadores moleculares apresentam alto poder discriminatorio entre os isolados. Assim, foram
utilizados 18 iniciadores, para diferentes loci de VNTR de Brucella spp. (MLVA) (Al Dahouk et
al., 2007; Le Fléche et al., 2006; Whatmore et al., 2006; Bricker et al, 2003), divididos em trés
painéis: Painel 1 composto por 8 microssatélites correspondentes aos loci Bruce06, Bruce08,
Brucell, Brucel2, Bruce42, Bruce43, Bruce45 e Bruce55; painel 2 composto pelo painel 2A com
minissatélites correspondentes aos loci Brucel8 e Brucel9 e Bruce2l e painel 2B com

minissatélites dos loci Bruce04, Bruce07, Bruce09, Brucel6 e Bruce30; e Painel 3 com os Hoof-
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print 3 e 4 (Bruce 25 e Bruce 20) (Tabela 1). As unidades de repeticdo em tandem dos 18 loci
avaliados variaram de 3 pb a 134 pb.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados nos painéis 1, 2A e 2B do MLVA16, e painel 3(HOOF-print 3 e 4)

Locus Iniciadores Painel Un. de repeticéo Referéncia

Bruce06 5'ATGGGATGTGGTAGGGTAATCG3’ 1 134bp Lé Fleche et al., 2006
5'GCGTGACAATCGACTTTTTGTC3'

Bruce08 5ATTATTCGCAGGCTCGTGATTC3 1 18bp Lé Fleche et al., 2006
5ACAGAAGGTTTTCCAGCTCGTC3'

Brucell S'CTGTTGATCTGACCTTGCAACC3’ 1 63bp Lé Fleche et al., 2006
5’CCAGACAACAACCTACGTCCTG3'

Brucel? 5'CGGTAAATCAATTGTCCCATGAZ 1 15bp Lé Fleche et al., 2006
5'GCCCAAGTTCAACAGGAGTTTC3'

Bruce4?2 5'CATCGCCTCAACTATACCGTCAZ 1 125bp Lé Fleche et al., 2006

5'ACCGCAAAATTTACGCATCG3
Bruce43 5'CATCGCCTCAACTATACCGTCAZ 1 12bp Lé Fleche et al., 2006
5'ACCGCAAAATTTACGCATCG3'

Bruce45 5ATCCTTGCCTCTCCCTACCAG-3' 1 18bp Lé Fleche et al., 2006
5'CGGGTAAATATCAATGGCTTGG3'

Bruce55 5TCAGGCTGTTTCGTCAGTCTT'-3 1 40bp Lé Fleche et al., 2006
5AATCTGGCGTTCGAGTTGTTCT3

Brucel8 5TATGTTAGGGCAATAGGGCAGT3' 2A 8bp Lé Fleche et al., 2006
5'GATGGTTGAGAGCATTGTGAAG3’

Brucel9 5'GACGACCCGGACCATGCTT3' 2A 3bp Lé Fleche et al., 2006

5’ACTTCAACCGTAACGTCGTGGAT3'

Bruce21 5'CTCATGCGCAACCAAAACAS3' 2A 8bp Lé Fleche et al., 2006
5’ATCTCGTGGTCGATAATCTCATT3

Bruce04 5TGACGAAGGGAAGGCAATAAG3 2B 8bp Lé Fleche et al., 2006
5'CGATCTGGAGATTATCGGGAAG3'

Bruce07 5'GCTGACGGGGAAGAACATCTAT3 2B 8bp Lé Fleche et al., 2006
5’ACCCTTTTTCAGTCAAGGCAAAZ

Bruce09 5'GCGGATTCGTTCTTCAGTTATCS3' 2B 8bp Lé Fleche et al., 2006

5'GGAGTATGTTTTGGTTGTACATAGS!

Brucel6 5'ACGGGAGTTTTTGTTGCTCAAT-3' 2B 8bp Lé Fleche et al., 2006
5'GGCCATGTTTCCGTTGATTTATS3'

Bruce30 5" TGACCGCAAAACCATATCCTTC3' 2B 8bp Lé Fleche et al., 2006
S'TATGTGCAGAGCTTCATGTTCG3’

HOOF-print3 (Bruce25) 5’CAGGCGCTTGAGGATGAGGCGGCAZ’ 3 8bp Bricker et al., 2003
5’GGGGGCARTARGGCAGTATGTTAAGGGAATAGGG3’
HOOF-print4 (Bruce20) 5’GCAGAATTTTCGAGGCATTCGGCGATG3’ 3 8bp Bricker et al., 2003

5’GGGGGCARTARGGCAGTATGTTAAGGGAATAGGG3’

27



As reagdes de PCR para 0 MLVAL16 foram realizadas com um volume final de 12 pL
contendo: tampéo [50 mM Tris, 1,5 mM MgCl;, 10 mM KCI, 50 mM (NH.),SOa, pH 8,3]; 0,2
mM de cada desoxirribonucleotideo fosfatado (ANTP); 1 uM de cada iniciador; 1,5 mM de
MgCls; 1 unidade de DNA polimerase (Phoneutria, Brasil) e 50 ng de DNA. Nas reagdes de PCR
que ndo apresentaram amplificacdo foram realizadas repeticdes com acréscimo de betaina 5M
(SIGMA Aldrich, USA). As amplificacbes seguiram de acordo com os parametros: desnaturacao
inicial a 95 °C por 5 minutos; 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 60 °C por 30 segundos e 72 °C
por 30 segundos, seguidos de um passo de extenséo final a 72 °C por 10 minutos. As reacGes de
PCR para os HOOF-print 3 (Bruce25) e HOOF-print 4 (Bruce20) foram realizadas segundo
Bricker et al. (2003) com modificagdes, usando um volume final de 12 pL contendo: tampdo [50
mM Tris, 1,5 mM MgCl;, 10 mM KCI, 50 mM (NH4).SO., pH 8,3]; 0,2 mM de cada
desoxirribonucleotideo fosfatado (ANTP); 1 uM de cada iniciador; 2,5 mM de MgCly; 1 unidade
de DNA polimerase (Phoneutria, Brasil) e 50 ng de DNA. As amplificacdes seguiram o0s
parametros: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos; 32 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C
por 30 segundos e 72°C por 1,5 minutos, seguidos de um passo de extensdo final a 72°C por 10

minutos.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% para o
painel 1 e 3% para os painéis 2A, 2B e 3 em tampao Tris-borato-EDTA 1X (TBE) (89 mM Tris
Base, 89 mM &cido bérico e 2 mM EDTA pH8.0) (Sigma, EUA). Os géis obtidos foram corados
com brometo de etidio (0,5 mg/mL), visualizados sob luz ultravioleta (UV) e fotografados (L-
PIX EX, Loccus Biotecnologia, Brasil). Foram utilizados os marcadores de peso molecular 100
bp DNA Ladder (New England, EUA) para o painel 1 e 25 bp Step Ladder (Promega, EUA) para
0 painel 2 e HOOF-print, nas eletroforeses de acordo com a unidade de repetigdo de cada locus.
Como controle foi usado a amostra de B. melitensis 16M (ATCC 23456) e a amostra de B. abortus

RB51 nas eletroforeses dos painéis 2A, 2B e 3.
4.6 Indice de diversidade

A diversidade genética dos isolados foi determinada utilizando indice de Diversidade de
Hunter e Gaston (HGDI) (Hunter e Gaston, 1988). O HGDI foi calculado utilizando o programa
Discriminatory Power (D), com acesso no endereco:

http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory power/index.php

4.7 Analise dos gen6tipos

A partir da imagem digital de cada gel, foi estimado o tamanho dos fragmentos
encontrados para cada amostra em cada locus com o auxilio do programa BioNumerics versdo

7.5 (Applied Maths, Bélgica). O tamanho estimado para cada banda foi entdo convertido para o
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numero de unidades de repeti¢cdes para cada locus, segundo Le Fleche et al. (2006). Do produto
amplificado foram subtraidas as regides flanqueadoras, sendo o resultado divido pelo tamanho da
unidade de repeticdo do respectivo locus para obtengdo do alelo. Com base no nimero de unidades
de repeticGes de cada locus foram analisadas as relacdes entre as amostras no painel 1 (MLVAS8);
nos painéis 1, 2A e 2B (MLVA16); nos painéis 1, 2A e 2B (MLVAL16) associado ao painel 3
(HOOF-print 3 e HOOF-print 4). Em cada ensaio, com auxilio do software BioNumerics 7.5,
foram realizadas anélises dos conglomerados e complexos clonais. Para facilitar a visualizagdo
da formagdo de agrupamentos ou relaces entre as amostras foram gerados dendrogramas,
utilizando coeficiente categérico e método de ligagdo de média entre grupos (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean - UPGMA). A partir dos dados de cada anélise também foi
possivel gerar uma Minimum Spanning Tree (MST), calculada utilizando UPGMA associado com

a regra de prioridade e a reamostragem por bootstrap utilizando o software BioNumerics 7.5.

Os gen6tipos gerados a partir da associagdo do nimero de repeti¢cdes encontrados em cada
um dos locus do MLVA8 e dos painéis 1, 2A e 2B do MLVAL16 foram comparados aos depositados
no MLV Abank for Bacterial Genotyping (http://minisatellites.upsud.fr/MLV Anet/).
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5. RESULTADOS
5.1 PCR Género-Especifica e PCR Espécie-Especifica

As 140 amostras foram confirmadas como Brucella spp. pela PCR descrita por Baily et
al. (1992) (Figura 2).

Figura 2 — Gel de agarose a 1% mostrando amplificacdo, pela PCR género-especifica para Brucella sp.
corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL). Canaleta M: marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder
(New England, Biolabs); canaleta CN: controle negativo, canaleta CP: controle positivo (amostra de
referéncia 544), canaletas 1, 2, 3, 4, 5: amostras isoladas confirmadas como pertencentes ao género
Brucella.

As 140 amostras foram confirmadas como B. abortus pela AMOS-PCR (espécie-

especifica) descrita por (Orzil et al., 2015).
5.2 MLVA e HOOF-print
5.2.1 MLVAS8

A andélise dos loci que compdem o MLVAS revelou a existéncia de oito diferentes
genotipos entre as amostras de B. abortus, cinco destes ja descritos e depositados no MLVAbank
for Bacterial Genotyping (http://mlva.u-psud.fr/mlvav4/genotyping/query3.php): 28, 32, 33,40 e

112; e trés gendtipos ndo descritos, denominados neste trabalho de 112A, 28A e 28B (Tabela 2),
por sua proximidade aos genotipos ja descritos e depositados no MLV Abank. No genétipo 112A
foi observado delecéo de uma unidade de repeticéo no locus Brucell em relagéo ao genotipo 112;
no genotipo 28A foi observado a dele¢do de uma unidade de repeticdo no locus Bruce08 e no
genotipo 28B foi observado a delecdo de uma unidade de repeticdo no locus Brucel2 em relagdo

ao genotipo 28 (Tabela 2).

O gendtipo mais frequente entre os isolados brasileiros nesta amostragem foi o genétipo
28 [75% (105/140)], seguido pelo gendtipo 40 [18,6% (26/140)], formando dois grandes
conglomerados (Figura 3). Os outros gen6tipos representaram juntos 6,4% das amostras: 32
(2/140), 33 (1/140), 112 (1/140), 112A (2/140), 28A (2/140) e 28B (1/140). O genétipo 28,
encontrado em sete estados, foi 0 mais comum no Espirito Santo (3), Minas Gerais (5), Rio
Grande do Sul (7), seguido pelos Estados de Rondénia (3/4), Tocantins (8/11), Para (66/88) e
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Mato Grosso (13/21). O gendtipo 40 foi observado no Para (19/88), Mato Grosso (5/21) e
Tocantins (2/11). O gendtipo 32 foi observado em Ronddnia (1/4) e Mato Grosso (1/21). O
genotipo 33 foi observado apenas no Para (1/88) e 0 112 somente no Tocantins (1/11). O gend6tipo
112A foi observado no Mato Grosso do Sul (1) e Para (1/88), enquanto o 28 A somente no Mato
Grosso (2/21) e o 28B no Para (1/88), como visto na Figura 3.

Tabela 2. Genétipos e o nimero de representantes por perfil genotipico descritos no MLVA8

MLVAS N de
Gendtipo
BruceO6 Bruce08 Brucell Brucel2 Bruce42 Bruced3 Bruced5 Bruceb55 — amostras
28 4 5 4 12 2 2 3 3 105
32 4 5 4 12 1 2 3 3 2
33 3 5 4 12 2 2 3 3 1
40 3 5 3 12 2 2 3 3 26
112 4 5 3 12 2 2 3 3 1
112A 4 5 2 12 2 2 3 3 2
28A 4 4 4 12 2 2 3 3 2
28B 4 5 4 11 2 2 3 3 1
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Figura 3. Minimum Spanning Tree (MST) de isolados bovinos de B. abortus usando os dados de MVLA8 e MLVA16. A MST ¢é apresentada com a maior pontuacéo geral de
confiabilidade e foi calculada utilizando UPGMA associado com a regra de prioridade e a reamostragem por bootstrap para amostras de B. abortus isoladas de bovinos no Brasil
de 2009 a 2013. A) Os numeros em cada complexo clonal representam os gen6tipos pelo MLVAS8. B) Os nimeros em cada complexo clonal representam os gendétipos pelo
MLVAS, utilizando os dados do MLVAL6. As informacGes sobre a origem dos isolados estdo discriminadas por cores.
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5.2.2 MLVAL16

No MLVA16 (painéis 1, 2A e 2B) foram identificados 58 genotipos distintos, visualizados
no dendograma da Figura 4. Destes, trés gendtipos ja haviam sido descritos para isolados
brasileiros de B. abortus (Minharro et al., 2013) e 55 sdo gendtipos ainda ndo relatados. Os
gendtipos idénticos aos descritos anteriormente no Brasil por Minharro et al. (2013) e
identificados neste estudo séo D (7/140), E (3/140) e J (10/140) (Tabela 3). Os gendtipos descritos
primariamente neste estudo foram denominados de CZ a FE, seguindo a nomenclatura definida

por Minharro et al. (2013), no primeiro estudo realizado no pais com esta finalidade.

Na comparacdo dos perfis genotipicos identificados no MLVAL6 aos ja depositados no
banco de dados MLV Abank 2016 foi possivel observar que 18 genétipos, representados por 27
amostras, apresentaram diferengas nos loci do painel 1 ou diferengas maiores que 2 unidades de
repeticdo nos loci do painel 2 (Tabela 3). Em funcéo das diferencas em relagdo aos gendtipos
depositados no MLV Abank 2016 terem ocorrido em loci mais conservados (painel 1) ou serem
maiores que duas unidades de repeticdo em loci mais discriminatérios (painel 2), estes perfis
genotipicos foram considerados muito distantes dos j& identificados e depositados no
MLV Abank.

Entretanto, entre as amostras analisadas, 113 possuiam perfil genotipico idéntico ou
muito préximo a genotipos ja descritos para isolados brasileiros depositados no MLV Abank. Os
genotipos foram considerados como proximos quando as diferengas entre os perfis genotipicos
concentraram-se em uma unidade de repeticéo (delecdo ou adic¢ao) nos loci do Painel 2 (A e B),
Bruce04, Bruce07, Brucel6, Brucel8, Brucel9, Bruce2l e Bruce30. Deste modo, foram
identificados 37 perfis genotipicos com proximidade aos ja depositados, representados por 93
amostras: 42 amostras apresentaram diferenca de uma unidade de repeticdo em um locus; 45
possuiam diferenca de uma unidade de repeticdo em dois loci; cinco amostras apresentaram
diferenca de uma unidade de repeticdo em trés loci e uma amostra apresentou diferenca de uma
unidade de repeticdo em quatro loci.

Tabela 3. Diferencas entre os perfis genotipicos de B. abortus isolados de 2009 a 2013 e isolados de 1977
a 2008

Painel 1 ou Painel 1 e 22 Painel 2° Idéntico® Total
N de genotipos 18 (31%) 37 (63,8%) 3(5,2%) 58 (100%)
N de amostras 27 (19,3%) 93 (66,4%) 20 (14,3%) 140 (100%)

2 Diferengas de uma unidade de repeticdo nos loci do painel 1 ou diferengas maiores que 2 unidades de
repeticdo nos loci do painel 2

b Diferencas de uma unidade de repeticéo (delecdo ou adi¢io) nos loci do Painel 2

¢ Gendtipos sem diferencas
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Figura 4. Dendograma obtido a partir da analise dos gendtipos das 140 amostras isoladas de B. abortus

pelo MLVA16. Gen6tipos e nimero de representantes por genoétipo.
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Neste estudo o gendtipo D (7/140), foi encontrado nos Estados do Pard (6/7) e Mato
Grosso (1/7), o genodtipo E (3/140) foi encontrado nos Estados do Para (2/140) e Mato Grosso
(1/140) e o gendtipo J (10/140) foi encontrado em municipios do sul do Estado do Par4 (9/140) e
Tocantins (1/140) (Figura 5).

PARA

CZ(1), DA(1), DB(1), DD(3), DE(1), DF(1), DG(4),
DI(13), DJ(4), DL(1), DM(1), DN(2), DO(1), DQ(6)
DT(1), DU(1), DW(1), DY(1), EA(1), EB(1), EF(1)
EG(1), EH(1), EJ(1), EP(1), EQ(1), ET(2), EU(1)

EV(1), EW(2), EX(3), EY(4), EZ(1), FA(1),

: Ny FB(2), FE(2), D(6), E(2), J(9) y

RONDONIA

DK(1), ED(1),
EN(1), ER(1)

TOCANTINS
DI(1), DJ(1),

MATO GROSSO

DB(1),DC(1), DG(3), DI(1), DO(1), DS(1),

DL(1), DS(1), DV(1), DZ(2), DX(1), EJ(1),

EC(1), EE(1), EO(1), EX(2), EN(1), ES(1),
EY(1), FC(1), FD(1), D(1), E(1) ET(1), EU(1), J(1

EH(1), EI(6)

Figura 5. Distribuicdo dos genotipos obtidos a partir do MLVA16 de amostras de B. abortus isoladas de
bovinos no Brasil entre os anos de 2009 a 2013. Em parénteses esta descrito o nimero de representantes de
cada gendtipo por estado.

Os gendtipos mais frequentes encontrados neste estudo estdo listados na Tabela 4, onde
foram destacadas as informagdes como nimero de amostras, frequéncia, origem dos genotipos
com mais de um representante, gen6tipo de proximidade, locus ou loci observada adicdo ou
delecdo de unidades de repeticdo, origem das amostras de proximidade. Nos perfis genotipicos
que apresentaram-se proximos a gendtipos ja depositados no MLV Abank, esta proximidade foi

identificada somente em gendtipos j& descritos em isolados brasileiros (Minharro et al., 2013).
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O gendtipo mais frequente descrito neste trabalho foiDI [10,8% (15/140)], encontrado no
Para (13/15), Tocantins (1/15) e Mato Grosso (1/15), diferente do genétipo J, ja descrito nos
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina pela adicdo de uma unidade de repeticdo no
locus Brucel9 (Tabela 4). Em seguida, os genotipos mais observados foram o genoétipo J
[7,1%(10/140)], identificado nos estados do Para (9/10) e Tocantins(1/10) e o gendtipo D
[5%(7/140)] identificado nos Estados do Pard e Mato Grosso, este encontrado anteriormente nos
estados de Minas Gerais e Rio Grande do Sul. O genétipo DG [5%(7/140)] foi identificado nos
Estados do Para e Mato Grosso e apresenta uma delecdo de uma unidade de repeti¢do no locus
Bruce21 comparado ao gendtipo AM, ja descrito no Rio Grande do Sul (Tabela 4).

Os gendtipos que apresentaram seis representantes (4,3%) por gendétipo foram o DQ que
apresentou delecdo de uma unidade de repeticdo no locus Bruce04 comparado ao genétipo E,
descrito no no estado de Minas Gerais (Minharro et al., 2013). O genétipo El difere do gen6tipo
CG, descrito no Rio Grande do Sul, pela adi¢do de uma unidade de repeti¢do no locus Brucel9 e
delecdo uma unidade de repeticdo no locus Bruce04. Os gendtipos com cinco representantes
(3,6%) foram os gendtipos DJ que mostrou-se diferente do gendtipo R, descrito em S&o Paulo,
pela delecdo de uma unidade de repeticao no locus Brucel9. O gen6tipo EX mostrou delecédo de
uma unidade de repeti¢do nos loci Brucel9 e Brucel6 comparado ao gendétipo BG, descrito no
Para. O genotipo EY apresentou dele¢do de uma unidade de repeti¢éo nos loci Brucel9 e Brucel6

comparado ao genotipo BJ, descrito no Tocantins.

O gendtipo EM identificado apenas no Estado de Minas Gerais, difere dos gendtipos
descritos anteriormente em fungdo de alelos distintos no painel 1, composto por loci mais
conservados. Os gendtipos representados por trés isolados (2,1%) foram DB e DD. O gen6tipo
DB apresentou adigdo de uma unidade nos loci Brucel8, Brucel6 e Bruce30, e duas unidades no
locus Brucel9 comparado ao genotipo AJ identificado anteriormente em Minas Gerais. O
genotipo DD apresentou adi¢cdo de uma unidade no locus Brucel8 e duas unidades no locus
Brucel9 comparado ao BE j& descrito em Tocantins. O gen6tipo ET apresentou delecdo de uma
unidade de repeti¢do nos loci Brucel8 e Brucel9 comparado ao gendétipo U, descrito no Pard,
Tabela 4.

Os gendtipos com dois representantes (1,4%) por genotipo foram DL que apresentou
delecdo de uma unidade de repeticdo nos locus Bruce19 comparado ao gendtipo CM, descrito em
Séo Paulo. O gendtipo DN apresentou dele¢do de uma unidade de repeti¢do nos loci Bruce07 e
Brucel9 comparado ao gendtipo J. Os genotipos que distinguem-se dos genotipos descritos
anteriormente por apresentar diferencas maiores que duas unidades de repeti¢cdo em loci no Painel
2 ou diferencas no Painel 1, sdo: DS, DZ; EJ e EQ. O gen6tipo DS apresentou adigdo de 6 unidades

no locus Brucel19 comparado ao K descrito em Minas Gerais. O gendtipo EH apresentou delecdo
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de uma unidade de repeticdo no locus Brucel9 comparado ao genotipo CG, descrito no Rio
Grande do Sul. O gen6tipo EN apresentou dele¢do de uma unidade de repeti¢do no locus Bruce30
comparado ao genotipo BE, descrito em Tocantins. O gen6tipo EQ apresentou delec¢do no locus
Brucel9 e adi¢do no locus 18 de uma unidade de repeticdo comparado ao gen6tipo H, descrito
em Minas Gerais. O gendtipo EW apresentou delecdo no locus Brucel9 de uma unidade de
repeticdo comparado ao gendtipo U, descrito no mesmo Estado. O gendtipo FB apresentou
delecdo no locus Brucel9 e adigdo no locus 18 de uma unidade de repeticdo comparado ao
genotipo Y, descrito no Pard. O gendtipo FE apresentou delecdo no locus Brucel9 de uma
unidade de repeticdo comparado ao genétipo BY, descrito no Rio Grande do Sul. O gen6tipo DO
apresentou delecdo nos loci Brucel9 e BruceO7 de uma unidade de repeticdo comparado ao
gendtipo J (Tabela 4).
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Tabela 4. Gen6tipos mais frequentes encontrados pelo MLVA16, nimero de representates por genétipo,
frequéncia, origem da amostra, locus/loci de delegdo ou adigao e origem do genotipo com proximidade

Gendtipo N de Frequéncia  Origem  Genétipode Locus/loci  Origem do
representantes (%) (Estado)  proximidade de gendtipo
delecéo com
ou adigdo proximidade
DI? 15 10,8 PA, TOe J Bruceld MG, SPeSC
MT
J 10 7,1 PAeTO - - MG, SP e SC
DG? 7 5 PAe MT AM Bruce21 RS
D! 7 5 PAe MT - - MG e RS
DQ? 6 4,3 PA E Bruce04 MG
EI? 6 4,3 RS CG Brucel9 e RS
Bruce04
*EM? 5 3,6 MG - Painel 1 -
DJ? 5 3,6 PAeTO R Brucel9 SP
EX? 5 3,6 PAe MT BG Brucel9 e PA
Brucel6
EY? 5 3,6 PAeMT BJ Brucel9 e TO
Brucel6
E! 3 2,1 PAe MT - - MG
DB? 3 2,1 ES,PAe Al Brucel8, RS
MT Brucel9,
Brucel6 e
Bruce 30
DD? 3 2,1 PA BE Brucel8e TO
Brucel9
ET? 3 2,1 PAeMT u Brucel8e PA
Brucel9
DL? 2 14 PAeMT CM Brucel9 SP
DN? 2 1,4 PA J Bruce07e MG, SPeSC
Brucel9
DS? 2 1,4 MTeTO K Brucel9 MG
*DZ? 2 1,4 MT - Painel 1 -
EH? 2 1,4 RS e PA CG Brucel9 RS
EJ? 2 1,4 PAe MT - Painel 1 -
EN? 2 1,4 ROeTO BE Bruce30 TO
EQ? 2 1,4 PAe MT H Brucel8e MG
Brucel9
*EU? 2 1,4 PAeTO - Painell -
EW?2 2 1,4 PA U Brucel9 PA
FB? 2 1,4 PA Y Brucel8e PA
Brucel9
FE2 2 1,4 PA BY Brucel9 RS
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DO? 2 1,4 PAeTO J Brucel9e MG, SPeSC
Bruce07

1 Genétipos D, E e J foram descritos por Minharro et al., 2013.
2 Genotipos primeiramente descritos neste estudo.
* Genotipos com distancia em loci do Painel 1.

Os gendtipos com apenas um representante por perfil genotipico que apresentaram
diferencas apenas de uma unidade de repeticdo em um locus no painel 2 em relacéo aos genétipos
ja descritos foram: DT, DX, DY, EC, EF e FC. Os genétipos DE, DK, DM, DO, DU, DV, DW,
ED, EG, EK e EO exibiram diferencas de uma unidade de repeti¢cdo em dois loci do painel 2 em
relacdo aos gendtipos depositados no MLVABank 2015, enquanto 0s genétipos CZ e EV
mostraram diferencas de uma unidade de repeticdo em trés loci do painel 2. Para o gendtipo DA
a diferenga observada em relacdo aos perfis genotipicos j& descritos foi de uma unidade de
repeticdo em quatro loci do painel 2. Diferencas no painel 1 ou painel 1 e 2 na comparagdo com
0s gendtipos do MLVABank foram observadas em 11 gen6tipos com apenas um representante:
DC, DF, EAEB, EE, EL, ER, ES, EZ, FA e FD.

5.2.3 MLVAL6 associado aos HOOF-print 3 (Bruce25) e HOOF-print 4 (Bruce20)

A analise dos HOOF-print3 (Bruce25) e HOOF-print4 (Bruce20), marcadores com alto
poder discriminatorio, mostraram discriminagdo maxima entre as amostras. Por isso, a associagao
dos marcadores do MLVA16 aos HOOF-print3 (Bruce25) e 4 (Bruce20) revelou um perfil
genotipico Unico para cada amostra, como visto no dendrograma na Figura 6, ao qual ndo foram
evidenciadas rela¢6es de agrupamento (140 geno6tipos para 140 amostras). O indice de diversidade
(HGDI) neste caso foi igual a 1 (Tabela 5). Ao considerar a associagdo do HOOF-print3
(Bruce25) ao MLVA16 foram obervados 139 gendtipos para 140 amostras e a associa¢do ao
HOOF-print4 (Bruce20) ao MLVA16 foram observados 140 genétipos para 140 amostras (Figura
6).

O indice de diversidade — HGDI (Hunter e Gaston, 1988) foi calculado para loci
individuais, MLVA8, MLVA16, MLVAL16 associado ao HOOF-print3 (Bruce25), MLVAL6
associado ao HOOF-print4 (Bruce20) e MLVA16 associado aos HOOF-print3 (Bruce25) e
HOOF-print4(Bruce20) (Tabela 5). Os marcadores mais discriminatorios do MLVAL6
pertenceram ao painel 2B: Brucel6, Bruce30 e Bruce04. Em contraste, para os loci Bruce43,
Bruce45 e Bruce55 foi observado um unico alelo em todas as amostras avaliadas (HGDI igual a
0) (Tabela 5).
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Tabela 5. indice de diversidade (HGDI) calculado para cada locus do MLVA16, MLVA8, MLVA16,
MLVA16 associado a0 HOOF-print3 (Bruce25), MLVA16 associado ao HOOF-print4 (Bruce20) e MLVA16
associado aos HOOF-print3 e 4 (Bruce25 e Bruce20)

VNTR / MLVA HGDI Alelos / Genétipos
Painel 1
Bruce 06 0.3136 2
Bruce 08 0.0284 2
Bruce 11 0.3364 3
Bruce 12 0.0143 2
Bruce 42 0.0284 2
Bruce 43 0 1
Bruce 45 0 1
Bruce 55 0 1
Painel 2A
Bruce 18 0.3627 3
Bruce 19 0.6413 5
Bruce 21 0.3584 3
Painel 2B
Bruce 04 0.4119 5
Bruce 07 0.1977 5
Bruce 09 0 1
Bruce 16 0.6885 6
Bruce 30 0.6807 6
MLVAS8 0.4051 8
MLVA16 0.9705 58
MLVA16 associado ao HOOF- 0.9999 139
print 3
MLVAL16 associado ao HOOF- 1 140
print 4
MLVAL6 associado aos HOOF- 1 140

print3e4
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Uberaba 7 2009 MG

. Paranaita 24 2011 MT
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Figura 6. Dendograma obtido a partir da analise dos genotipos das 140 amostras isoladas de B. abortus
pelos 16 loci de VNTR do MLVA16 acrescidos HOOF-print3 e 4(Bruce25 e Bruce20). Nas colunas, da

esquerda para direita, estdo descritas: cidade, identificagdo da amostra, ano de isolamento e estado.

6. DISCUSSAO

A proposta deste estudo foi avaliar a diversidade genotipica de isolados de B. abortus
oriundos de varios estados brasileiros, a partir da técnica MLVA16 em associacdo aos HOOF-
print 3 e 4. O uso de MLVA16 mostrou-se adequado para compreensdo de relaches
epidemioldgicas entre as amostras de Brucella spp. demonstrando sua potencial utilizacdo no
PNCEBT, posto que o sucesso de programas de controle e erradicacdo desta enfermidade estéo

intimamente associados a uma vigilancia epidemiol6gica ativa e permanente.

Ao considerar os gendtipos obtidos pela analise dos marcadores que compde 0 MLVAS,
observou-se que os dois grandes conglomerados de isolados de B. abortus formados pelos
genotipos 28 e 40 (Figura 3), descritos inicialmente por Minharro et al. (2013), continuam a ser
os mais frequentes no pais. Ao avaliar a frequéncia dos perfis genotipicos obtidos nesta
combinagdo de VNTR, observa-se que o genotipo mais frequente foi o 28, também descrito em
varios paises como Inglaterra, Franga, Costa Rica, China e Itélia (Lé Fleche et al., 2006; Jiang et

al. 2013; Garofolo et al. 2013). O gendtipo 40, segundo mais frequente, ja foi descrito em amostras
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isoladas na Africa (Lé Fleche et al., 2006; Her et al. 2009) e anteriormente em amostras do Brasil
(Minharro etal., 2013). Os gen6tipos 32 e 33, observados em menor frequéncia nesta amostragem,
também foram descritos em amostras de Portugal e Franca (Ferreira et al., 2012; Lé Fleche et al.,
2006) e no Brasil em menor frequéncia (Minharro et al., 2013). O gendtipo 112 foi descrito apenas
na Italia (Garofolo et al., 2013) e na China (Jiang et al., 2013).

Os genotipos com proximidade aos ja descritos,112A, 28A e 28B, sugerem a ocorréncia
de relagbes evolucionarias de longo prazo aos gendtipos mais proximos, 112 e 28,
respectivamente, j& que os marcadores do MLVA8 (Painel 1 do MLVA16), formados por loci mais
conservados, ndo indicam informagfes epidemioldgicas recentes. Deste modo o nlmero
relativamente pequeno de gen6tipos encontrados ao MLVAS (8 gendtipos) pode ser explicado por
esta combinacdo de marcadores ser constituida por VNTR muito estaveis e conservados,
minisatélites, com unidades de repeticdo maiores que 9 pb (Le Fléche et al., 2006; Al Dahouk et
al., 2007). Vale ressaltar que os VNTR que compde o MLVAS8 apresentam uma menor
discriminacdo, com maior probabilidade de descricdo de gendtipos semelhantes, comparado ao
MLVA16, composto também por marcadores de microssatélites, mais sujeitos a mutacdes e

consequentemente, mais discriminatérios.

Uma alta diversidade genética foi observada entre os isolados brasileiros nesta
amostragem, considerando o MLVA16, possivelmente devido a origem diversificada dos isolados.
Este é o segundo trabalho de tipificacdo molecular de isolados de B. abortus de bovinos realizado
no Brasil usando o MLVA16. No estudo anterior (Minharro et al., 2013), foi observada uma maior
diversidade genotipica (89 gendtipos) em 137 isolados, nimero de amostras semelhante a do
presente estudo, no qual foram observados, em 140 isolados, 58 diferentes perfis ao MLVA16.
Estes resultados podem ser explicados considerando que, ha uma diferenca temporal marcante
entre os dois estudos. Enquanto no trabalho de Minharro et al. (2013) as amostras tipadas foram
isoladas entre os anos de 1977 e 2008, com espago de tempo de 31 anos, neste estudo estdo
descritos as amostras isoladas entre 0s anos de 2009 a 2013. Assim, os resultados do presente
estudo mostram uma alta diversidade genética em um espago de tempo menor, de apenas de cinco
anos. Além do fator tempo, outras variaveis devem ser consideradas para classificar esta alta
diversidade genética, como a representatividade heterogénea de cada estado, municipio e

propriedades.

O HGDI, indice de diversidade que caracteriza o poder discriminatério da técnica, foi de
0,97 para 0 MLVA16, semelhante ao indice descrito por Minharro et al. (2013). Os marcadores
mais discriminatorios do MLVA16, foram Brucel6 e Bruce30, que fazem parte do painel 2B, tais

marcadores também foram muito discriminatorios no trabalho de Minharro et al. (2013), bem
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como em trabalhos realizados na China (Xiao et al., 2015; Jiang et al., 2011) e no Libano (Kattar
et al., 2008).

Dos 58 gendtipos revelados pelo MLVAL6, trés (D, E e J) ja foram descritos anteriormente
no Brasil por Minharro et al. (2013), e depositados no MLV Abank (Figura 4). A descri¢do de
gendtipos idénticos e préximos aos descritos anteriormente por Minharro et al (2013) no
MLVALS, para B. abortus no Brasil, provavelmente se justifica pela permanéncia da infeccdo no
pais, sobretudo, por serem amostras oriundas de alguns estados comuns ao primeiro estudo. Estes
achados sdo semelhante aos descrito na China por Jiang et al (2013), que encontraram relacdo
entre os perfis genotipicos com trabalhos realizados anteriormente em seu pais. Estes estudos
confirmam a proposta de uso do MLVA como ferramenta epidemioldgica, com possibilidade de
classificar geneticamente agrupamentos de amostras isoladas e a possivel proposta de

monitoramento das amostras circulantes no pais (O’Callaghan e Whatmore, 2011).

A estabilidade nos marcadores que compdem o MLVA16 quando submetidos a pressao
seletiva em infecgdes naturais (Dorneles et al., 2013) ou in vitro (Whatmore et al., 2006 e Dorneles
et al., 2013) ja foi comprovada, ndo induzindo mutaces significativas detectaveis pela analise de
multiplos loci com VNTR. Neste estudo o genétipo D, previamente descrito nos estados de Minas
Gerais e Rio Grande do Sul, foi encontrado nos estados do Par4 e Mato Grosso. O genétipo E foi
encontrado nos Estados do Para e Mato Grosso, anteriormente descrito apenas no Estado de Minas
Gerais. O gendtipo J foi encontrado em municipios ao sul do Estado do Para e Tocantins, descrito
anteriormente nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa Catarina. O fato dos mesmos
genotipos terem sidos descritos em estados diferentes sugere que o deslocamento dos genétipos
para outros estados ocorra pela dispersdo da infeccdo a partir de transito animal interestadual.
Vale ressaltar que a expansao da bovinocultura nos estados do Para e Rondénia nos ultimos anos
(BRASIL, 2013) pode ter favorecido esta migracdo de animais infectados, consequentemente
colaborando para a disperséo da infeccéo e identificagdo de genotipos j& descritos no Brasil em
estados da regido Sul e Sudeste. Da mesma forma, Jiang et al. (2013) sugeriram a propagacédo de
amostras do norte para o sul da China, a partir da tipificagdo molecular por MLVA. Como foi
demonstrado por Menshawy et al. (2014), o uso de MLVA pode fornecer informacdes
epidemioldgicas moleculares adicionais sobre o perfil especifico do isolado, o que pode dar
informacdes mais detalhadas sobre sua origem geogréfica. Novamente reforgando a importancia

das técnicas que utilizam analise de VNTR para a vigilancia epidemiolégica.

No entanto, a descri¢cdo de gendtipos iguais ou muito proximos a perfis genotipicos ja
descritos podem também ser reflexo da distribuicdo heterogénea da origem das amostras. Neste
trabalho foi utilizado uma amostragem de conveniéncia. O nimero de amostras oriundas do Para

representou 62,9% do total de amostras, onde foi encontrado maior nimero de gendtipos com
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semelhanca a perfis genotipicos ja descritos. Como a infeccdo por B. abortus persiste no Brasil,
estes genétipos podem ter distribuicdo por todo o territério nacional. Provavelmente, estes
resultados sugerem que a homoplasia de VNTR se repete nas amostras circulantes no Brasil.
Hipdtese semelhante foi descrita no Cazaquistdo onde foi considerado que estirpes que circulam
persistentemente no pais, causando infec¢des esporadicas, circulem também pela China e Turquia
em razdo da cultura ndmade dos povos antigos, que realizavam pagamentos a partir do comércio
do gado, disseminando amostras de Brucella spp. por todo o continente asiatico (Shevtsov et al.,
2015).

Em relagdo aos geno6tipos que apresentam-se muito diferentes, 66,4% (93/140) exibiram
pequenas diferencas de uma unidade de repeticdo em loci do Painel 2, compartilhando a maior
parte dos alelos com os gendtipos ja descritos no MLV Abank. Estas pequenas diferencas no
Painel 2, composto de loci constituidos por microssatélites, consistindo marcadores mais
discriminatdrios, sugerem a ocorréncia de microevolucgdes dos genotipos circulantes no pais. O
fato de aproximadamente 81% (113/140) dos isolados deste trabalho apresentarem genétipos com
proximidade ou similaridade a genotipos descritos anteriormente sugerem estreitas relacdes
epidemioldgicas, como origem comum destes micro-organismos. Estas microevoluces podem
ser demonstradas no exemplo do genétipo DI, identificado no Estado do Para, Tocantins e Mato
Grosso, considerado préximo ao genotipo J, identificado neste estudo nod Estados do Para e
Tocantins, anteriormente descrito apenas nos Estados de Minas Gerais, Sdo Paulo e Santa
Catarina (Minharro et al., 2013). Estes dois gen6tipos foram os mais frequentes no Estado do
Para. E a diferenca exibida entre estes dois gendtipos consistiu em uma unidade de repeti¢do do

locus Brucel9, onde o tamanho de cada unidade de repetigdo é de apenas trés pares de bases.

Vale ressaltar que os isolados de Brucella spp. podem sofrer pequenas alteragdes em
alguns loci no decurso de uma infeccdo em conformidade com as alteragdes do hospedeiro,
ambiente ou agente, gerando estas microevolugdes (Mick et al., 2014; Her et al., 2009; Al Dahouk
et al. 2007). Contrério ao descrito por Whatmore et al. (2006) e Dorneles et al. (2013), que ndo
descreveram mutacdes significativas detectaveis pela avaliagdo dos loci de VNTR in vivo quando
os perfis foram avaliados por até 270 e 480 dias, respectivamente, ou mutac¢des in vitro quando
as amostras de Brucella spp. foram avaliadas até a passagem de nimero 12 e 10, respectivamente.

No entanto ndo foram avaliadas as mutagdes apds estes periodos.

Diferente dos demais genotipos, 18 perfis genotipicos, representados por 27 isoladas de
B. abortus, apresentaram distancias ou diferengas nos loci do Painel 1, ou mesmo apresentaram
diferencas maiores que duas unidades de repeticdo nos loci do Painel 2 em relacdo as amostras
depositadas no MLV Abank, indicando que ha uma menor relagéo destes perfis genotipicos aos ja

descritos no Brasil, sugerindo entdo se tratar de gendtipos diferentes j4 depositados no
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MLV Abank. Pela extensao do territorio brasileiro e como foi realizado apenas um estudo anterior
a este, pode ser que estes genotipos apenas ndo tivessem sido identificados anteriormente, mas ja
estivessem presentes nas infec¢Oes dos rebanhos bovinos nacionais. Estes resultados podem ser
de grande utilidade para a vigilancia epidemioldgica das amostras de Brucella spp. que circulam
no pais, uma vez que a partir de informagdes sobre perfis genotipicos existentes no Brasil pode-
se avaliar quais genotipos estdo presentes em cada regido. Estas informagdes podem auxiliar na
caracterizacdo das relacGes epidemioldgicas, para 0 monitoramento das amostras € mesmo
permitir que seja identificada sua origem geografica, com possibilidade de sugerir a introducéao
ou reintroducdo de determinado gend6tipo. Neste aspecto, esta ferramenta pode contribuir na fase
de controle e erradicacdo da brucelose, sobretudo em fases avangadas do programa vigente no

pais.

Em contraste ao MLVA16, o emprego dos HOOF-print 3 (Bruce25) e HOOF-print 4
(Bruce20) em associagdo com MLVA16 ndo forneceu informagdes claras de relagdes
epidemioldgicas entre os isolados do presente estudo, ja que esses loci possuem VNTR com
sequéncia em microssatélite que se mostraram altamente varidveis. Estes achados podem ser
provavelmente justificados pela grande extensdo do territorio brasileiro e amostragem
diversificada, com isolados provenientes de varias cidades, além do alto poder discriminatério ja
relatado para estes marcadores (Bricker et al., 2003; Whatmore et al., 2006; Almendra et al.,
2009). O uso destes VNTR de alta resolugdo para a tipificagdo molecular dos isolados é
recomendado para discriminar espécies e gendtipos de Brucella spp com distancia em escala
geogréfica e temporal relativamente pequena, como surtos, e fornecem nestes casos informagdes
mais precisas sobre as fontes de infecgdo (Almendra et al., 2009; Whatmore et al., 2006; Bricker
et al., 2003). De fato, a partir da associagdo dos HOOF-prints um novo genétipo foi encontrado
na Provincia de Shanxi e outro na Provincias de Guangdong, regides da China que apresentavam
homogeneidade entre seus gen6tipos quando testado apenas pelo MLVA16 (Xiao et al., 2015). De
acordo com os resultados de Xiao et al. (2015) o MLVA16 e a associa¢cdo do MLVA16 com HOOF-
prints, sdo métodos que podem ser utilizados para o vigilancia epidemioldgica da brucelose,
atendendo a situacdes diferentes. Ou seja, 0 MLVA16 é mais recomendado em areas endémicas,

ja para avaliacao de surtos ou epidemia deve-se optar pelo uso dos HOOF-print.
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7. CONCLUSAO

A tipificacdo molecular de amostras de B. abortus isoladas entre 2009 e 2013 pelo
MLVAL6 permite concluir que existe uma alta diversidade genética entre os isolados brasileiros,
com possiveis microevolucdes das amostras deste trabalho em relagdo as amostras brasileiras ja
depositadas no MLV Abank. A partir do MLVAS8 foi possivel constatar que 0s genotipos mais
frequentes no Brasil continuam sendo o genétipo 28 e 40. Os resultados deste trabalho sugerem
gue a associacdo do MLVAL16 ao HOOF-print3 (Bruce25) e HOOF-print4(Bruce20) ndo foi
adequada aos objetivos deste trabalho, por serem marcadores muito discriminatorios e desta forma
apresentar discriminagdo maxima entre os isolados. Entretanto sua aplicacdo é recomendada em
surtos ou na avaliacdo de isolados de Brucella spp. que apresentem distancias geogréficas e
temporal pequenas.
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8. ANEXOS

Tabela 6. Dados gerais: identificacdo da amostra, unidade de repeticdo em cada locus, gendtipo pelo
MLVA16, gendtipo pelo MLVAS, estado de origem, ano de isolamento
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MLVA16 MLVAs ESTADO ANO

BO7 B08 B09 B11 B12 B16 B18 B19 B21 B30 B42 B43 B45 B55
DI

B06

Amostra B04

2010

PA
MT

28
28
28
28

45

12
12
12
12

10
13
15
36

2010

DI

45

2010

PA
PA

DI

45

2011

DI

45

PA 2012

28

DI

45

12

58

PA 2013

28

DI

45

12

87

2013

PA

28

DI

45

12

80

2013

PA
PA
PA
TO
PA
PA
PA
PA
PA
TO
PA
PA
PA
PA
PA
PA

28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28

DI

45

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

90
96
92
79
121
124
125
127

2013

DI

45

2013

DI

45

2013

DI

45

2013

DI

45

2013

DI

45

2013

DI

45

2013

DI
J
J
J
J
J
J
J
J

45

2010

3
3
3
3
3
3
3
3

44
44
44
44
44
44
44
44

2013

94

76
105
106
112
118
119

2013

2013

2013

2013

2013

2013
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2013

PA
PA
MT

28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28

J
J

3
3

44
44
46

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

132
133

2013

2011

DG
DG
DG
DG
DG
DG
DG

41

2011

PA
MT

46

44
46

2012

46

2013

MT

46

83
141

2013

PA
PA
PA
PA
PA
PA
PA
MT

46

2013

46

82
140

2013

46

2012

44
44
44
44
44
44
44
46

57

2012

63
93
109
116
120
134

2013

2013

2013

2013

PA
PA

2013

2013

2013

3 DQ
3 DQ
3 DQ
3 DQ
3 DQ
3 DQ

97
99
103
104
137
138

2013

2013

46

2013

2013

46

2013

2013

46

2013

2013

46

2013

2013
RS

46

2012

2012

RS

2012

RS

2012

RS

2012

RS

45

50
51

45

45

52
53
54

45

45

59



2012

RS

28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
28
40

El

45

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

55

2009
2009
2009
2009
2009
2012

MG

EM
EM
EM
EM
EM
DJ

50
50
50
50
50
45

MG

MG

MG

MG

PA
PA
PA
TO
PA
MT

60
71

2012

DJ

45

2013

DJ

45

89
128

2013

DJ

45

2012

DJ

45

59
18
21

2010

EX
EX
EX
EX
EX
EY
EY
EY
EY
EY

45

2011

PA
PA
PA
MT

40
40

45

2011

45

27
85
123

2013

40
40

45

2013

45

PA 2011

MT

40
40

45

39

2012

45

64
91
111
139

2013

PA
PA
PA
PA
MT

40
40

45

2013

45

2013

40
28
28
28
28
28
28

45

2011

46

42

2011

46

43
81

2013

PA
MT

46

2011

DB

46

25
98

2013

PA
ES

DB

46

2009

DB

46
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2012

PA
PA
PA
TO
PA
PA
PA
PA
MT

28
28
28
40

DD
DD
DD
ET
ET
ET
DN

46

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

47

2012

46

48

2013

46

88
68
69
73
77
122

2012

45

2012

40

45

2013

40

45

2013

28
28
28
28

45

2013

DN

45

2011

DS

50
50
44
44
45

32
70
114
115

2012

TO
MT

DS

2013

28B

Dz

2013

MT

28B
28
28
28
28
28
28

Dz

2012

RS

EH
EH
EJ

56
74
16
49

2013

PA
PA
TO
RO
TO
PA
MS

45

2010

45

2012

EJ

45

2011

EN

EN
3 EQ
3 EQ

44
44
45

28
130

2013

2010

112A
112A
40
40
40

17
20
65

2011

45

2012

PA
TO
PA
PA
PA
PA

EU
EU

45

2012

45

67

2012

EW
EW
FB
FB

45

61

2013

40
40

45

78
22
136

2011

44
44

2013

40

61



2011

PA
PA
PA
TO
ES

40

FE
FE
DO
DO
EK
EL

45

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
11
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

33
102

2013

40

45

2011

28
28
28
28
33
40
40

45

38
113

2013

45

2009
2009

2010

45

ES

45

PA
MT

EG
FC
FD
DV
EO
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ER
DW
ED
DA
EV
DE

45

11

2010

44
44
45

14
19
23
24
26
29
30
31

2010

MT

2011

MT

28
28
28
28
28
32

2011

MT

46

2011

MT

46

2011

RO
PA
RO
PA
PA
PA
PA
MT

44
45

2011

2011

46

2011

28C
40

45

34

2011

45

35
37

2011

28
28
32

45

2011

DU

45

40

2011

EE

46

45

2012

PA
PA
PA
PA
PA
PA
RO
PA

28
28
28
28
28
40

DT

45

62
66
72
75
95
84
86
100

2012

DM
DF

45

2012

45

2013

EP

46

2013

EB
EZ

44
45

2013

2013

28
40

DK
FA

46

2013

10

45

62



2013

TO
PA
PA
MT

28
28
28
28

DX
EF

46

12
12
12
12

101
107
110
117

2013

43

2013

DY
EC

45

2013

44

2013

PA
TO
PA

28

(074

45

12
12
12

126
129
135

112 2013
28

ES
EA

44
44

2013



