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FRANCO, M. M. J. Genotipagem e pesquisa de resisténcia fenotipica e genética a
rifampicina e isoniazida em linhagens de Mycobacterium bovis isoladas de linfonodos
de bovinos de abatedouro na regido centro-oeste do estado de S&o Paulo. Botucatu,
2016. 103p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.
Botucatu, S&o Paulo.

RESUMO
A tuberculose causada por Mycobacterium bovis (bTB) € uma zoonose de

distribuicdo mundial com ampla gama de hospedeiros. Nos paises onde a bTB é
prevalente, 10 a 20% dos casos de tuberculose humana séo causados por M. bovis.
S&do0 escassos em todo o mundo estudos que investigam a resisténcia a isoniazida
(INH) e rifampicina (RMP) em linhagens de M. bovis de origem bovina, reservatorios
silvestres, e em casos humanos de tuberculose. Foi investigada a diversidade
genotipica de 67 linhagens de M. bovis isoladas de bovinos de abatedouro, obtidas de
100 linfonodos com lesdo caseosa, pelas técnicas de Spoligotyping e MIRU-VNTR,
bem como foi determinado o perfil fenotipico de resisténcia a INH e RMP pela técnica
de REMA, e pesquisadas possiveis bases genéticas para resisténcia aos
antimicrobianos. Dentre os isolados, 11 (16%) foram classificados como MDR-TB, 8
(12%) resistentes a INH e 2 (3%) resistentes & RMP. A pesquisa pelo GenoType
MTBDRplus ver. 2.0 ndo acusou a presenca de mutacdes em nenhum dos isolados
fenotipicamente resistentes. Foram identificados 16 spoligotipos entre as linhagens. A
subfamilia BOV_1 predominou com 52 (77,6%) isolados, com os SIT 481, 482, 594,
665, 691, 698, 1021, 1667, 1852, 2141 e dois isolados sem shared type. A BOV_2 foi
identificada em 8 (11,9%) isolados, com o SIT 683. Os SIT 982, 1851 e 1853 foram
agrupados na familia BOV. Dois isolados ndo foram classificados em familia ou
subfamilia. A anadlise de MIRU-VNTR com painel de 12 MIRUs, identificou 31 isolados
pertencentes ao MIT 49, um ao MIT 5 e 35 “6rfaos”. A juncdo das analises de
Spoligotyping e MIRU-VNTR possibilitou o agrupamento dos isolados em 12 clusters
(contendo, ao todo, 46 isolados) e 21 isolados diferenciados em perfis Unicos.
Ressalta-se a elevada frequéncia de M. bovis nos linfonodos processados, e a
multirresisténcia de certas linhagens a farmacos de primeira linha utilizados no
tratamento humano da tuberculose, fato que gera preocupag¢des em saude publica.
Futuros estudos sdo necessarios para elucidar as bases da resisténcia aos farmacos e
a ocorréncia da diversidade genotipica em linhagens de M. bovis de origem bovina.

Palavras-chave: tuberculose bovina, MDR-TB, MIRU-VNTR, Spoligotyping
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FRANCO, M. M. J. Genotyping and screening of phenotypic and genetic resistance to
rifampicin and isoniazid in Mycobacterium bovis strains isolated from bovine lymph
nodes from slaughterhouse in midwestern region of Sao Paulo State. Botucatu, 2016.
103p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, Séo
Paulo.

ABSTRACT
Tuberculosis caused by Mycobacterium bovis (bTB) is a zoonosis of worldwide

distribution with broad host range. In countries where bTB is prevalent, 10-20% of the
human cases of tuberculosis are caused by M. bovis. All over the world there are few
studies investigating the resistance to isoniazid (INH) and rifampicin (RMP) in M. bovis
strains from cattle, wild reservoirs, and human cases of tuberculosis. The genotypic
diversity of 67 M. bovis strains obtained out of 100 lymph nodes with caseous lesions
from slaughtered animals was investigated by Spoligotyping and MIRU-VNTR
techniques, as well as the assessment of their phenotypic profile of resistance to INH
and RMP by REMA method and the search of possible genetic basis for antimicrobial
resistance. Among the obtained isolates, 11 (16%) were classified as MDR-TB, 8
(12%) INH-resistant and 2 (3%) RMP-resistant. The use of GenoType MTBDRplus ver.
2.0 did not pointed the presence of genetic mutations in any of the phenotypically
resistant isolates. Sixteen different spoligotype patterns were identified. The BOV_1
subfamily predominated with 52 (77.6%) isolates, with SITs 481, 482, 594, 665, 691,
698, 1021, 1667, 1852, 2141 and two isolates without a given SIT. BOV_2 was
identified in 8 (11.9%) isolates, within SIT 683. The SITs 982, 1851 and 1853 were
grouped in BOV family. Two isolates were not classified in family or subfamily. The
MIRU-VNTR analysis using the 12 classical MIRUs, identified a cluster of 31 isolates
belonging to the MIT 49, one on MIT 5 and 35 “orphans” isolates. The combination of
Spoligotyping and MIRU-VNTR analysis allowed the grouping of the isolates in 12
clusters (containing, in total, 46 isolates) and 21 isolates with unique profiles. The study
highlights the high frequency of M. bovis among the sampled lymph nodes,
emphasizing the impact of the pathogen as the causal agent of lymphadenitis and
tuberculosis in cattle herds in the study area. In addition, points up the multidrug-
resistance of M. bovis lineages to first-line drugs used in the human treatment of
tuberculosis, a fact that raises public health concerns. Further studies are required to
elucidate the basis of drug resistance and the occurrence of genotypic diversity in M.
bovis strains.

Key words: bovine tuberculosis, MDR-TB, MIRU-VNTR, Spoligotyping
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1. INTRODUCAO

A tuberculose € uma doenca infectocontagiosa de carater crénico,
causada por bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis
(Mycobacterium tuberculosis complex — MTBC). A doenca apresenta
distribuicdo mundial e afeta humanos, animais domésticos e silvestres. E
considerada atualmente pela Organizacdo Mundial da Saude (World Health
Organization — WHO) uma doenca re-emergente, representando o principal
problema de salde publica nos paises em desenvolvimento e potencial
problema em paises desenvolvidos (HOLLOWAY et al., 2011; WHO, 2015).

O MTBC, considerado um dos grupos de patégenos bacterianos mais
bem-sucedidos em termos evolutivos, € composto por espécies e subespécies
intimamente relacionadas, as quais vem acometendo humanos e animais ha
milhares de anos (FITZGERALD e MUSSER, 2001). Raras enfermidades tém
mantido um contato tdo duradouro e impactante com a humanidade como a
tuberculose. Tal inter-relacdo € evidenciada por estudos arqueoldgicos,
paleopatolégicos e, mais recentemente, com base nas mais modernas técnicas
moleculares, que certificam a origem pré-histérica da doenca (DJELOUADJI et
al., 2011; HOLLOWAY et al., 2011; GALAGAN, 2014).

Mesmo diante de origem tdo remota, até os dias atuais a tuberculose
representa um flagelo para a saude global. Segundo o ultimo relatério anual da
WHO, ¢é classificada como a maior causa de morte por doenca
infectocontagiosa em todo o mundo, superando, inclusive, o virus da
imunodeficiéncia humana (human immunodeficiency virus - HIV) [WHO, 2015].

Existe grande variacdo de como os diferentes integrantes do MTBC
afetam as diversas espécies de hospedeiros suscetiveis (animais domeésticos,
silvestres e humanos). No entanto, existem também importantes intersecdes
entre humanos e animais no que tange a epidemiologia da tuberculose. Neste
contexto, o exemplo mais contundente é a ocorréncia da infeccédo por M. bovis
tanto nos humanos quanto nos animais (THOEN et al., 2014).

A tuberculose causada por M. bovis (bTB) é uma zoonose de
distribuicdo mundial. Embora tenha ampla variedade de hospedeiros, afeta
primariamente 0s bovinos, podendo ser transmitida aos humanos pelo

consumo de leite e derivados sem processo de pasteurizagdo ou outros tipos
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de tratamento térmico, além da inalacdo de aerossois infectantes,
principalmente em individuos imunossuprimidos, como as pessoas vivendo
com HIV/AIDS (HLAVSA et al., 2008). A proporcdo mundial de casos de
infeccdo por M. bovis é maior entre pacientes com tuberculose extrapulmonar,
uma vez que o patodgeno é frequentemente adquirido por ingestédo oral. Nestes
casos, as manifestacdes gastrintestinais sdo um indicativo clinico importante
(O’'REILLY e DABORN, 1995).

Nos paises desenvolvidos, atualmente a bTB corresponde a cerca de 1
a 2% dos casos de tuberculose nos humanos (HLAVSA et al., 2008; MUELLER
et al., 2013). O numero anual de casos novos de bTB no Reino Unido, no
periodo de 1990 a 2003, variou de 17 a 50, o que corresponde a 0,5 a 1,5%
dos casos confirmados de tuberculose (DE LA RUA-DOMENECH, 2006) e, em
2007, a proporcdo manteve-se em 0,5% (HEALTH PROTECTION AGENCY,
2008). A Escocia apresenta registros anuais de 15 casos de bTB (HUGHES, et
al., 2003). Na Holanda, estimou-se 1,4% de bTB entre casos de tuberculose
nos anos de 1993 a 2007 (MAJOOR et al., 2011). Na Espanha, foi referido que
a bTB correspondeu a 0,95% dos casos de tuberculose entre 1980 e 2003
(ESTEBAN et al., 2005). Nos ultimos anos a infeccédo tem sido pouco comum
na Europa, que em 2013 registrou 134 casos em toda a Unido Europeia. A
maioria dos casos foram registados na Irlanda, Alemanha, Reino Unido e
Espanha (GARCIA, 2015). Nos Estados Unidos, a proporcdo de bTB foi de
1,4% dos casos de tuberculose entre 1995 e 2005 (HLAVSA et al., 2008).

Em contraste, nos paises em desenvolvimento, particularmente em
regides mais pobres da Africa, a bTB ainda apresenta alta prevaléncia e a
pasteurizacao do leite ou as atividades de vigilancia sanitaria ao abate ndo sao
extensivamente praticadas. Nestas regifes, a situacdo epidemiologica da
infeccdo é semelhante a encontrada no inicio do século XX, apontando que em
média 10 a 20% dos casos de tuberculose humana sejam causados por M.
bovis (MUELLER et al.,, 2013), podendo atingir propor¢cdes ainda maiores,
como 40% em dados anuais (BOBADILLA-DEL VALLE et al., 2015).

Tradicionalmente, nestes paises, o0 diagnostico da tuberculose ainda é
firmado de modo empirico, baseado apenas na avaliacdo clinico-radiografica

do paciente ou na baciloscopia de esputo (escarro). A deficiéncia de
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instalagbes adequadas para o manejo laboratorial de micobactérias em
condicbes de biosseguranca limita ou impede o cultivo micobacteriano ou
outros diagndsticos mais especificos (SINGH et al., 2007). Soma-se a essa
limitagdo, o fato da maioria dos laboratorios nos paises em desenvolvimento
ndo realizarem cultura de micobactérias de maneira rotineira e um nuamero
restrito de laboratérios serem capacitados para identificacdo de M. bovis. Com
efeito, acredita-se que o numero de casos humanos de infeccdo por M. bovis
seja subestimado (KANEENE et al.,, 2014; BOBADILLA-DEL VALLE et al.,
2015).

Nesse contexto, a WHO alerta atualmente para a necessidade de
ampliacdo do namero e da capacidade dos laboratérios de diagnostico para a
tuberculose e micobacterioses em todo o mundo. Em 2010, oito dos 22 paises
com altos indices de tuberculose (incluindo o Brasil), que juntos correspondem
a 80% dos casos de tuberculose em nivel global, ndo atingiram a meta de um
centro de microscopia para cada 100.000 habitantes. Combinando a lista
destes 22 paises com a relacdo de 27 paises com maior numero de casos de
tuberculose multirresistente (MDR-TB, resistentes a isoniazida e rifampicina),
obtém-se 36 nacdes, das quais 20 ndo possuem a capacidade recomendada
de um laboratério capacitado para cultivo micobacteriano, tampouco de testes
de sensibilidade in vitro aos farmacos para cada 5 milhdes de habitantes
(WHO, 2011).

A descoberta dos antimicrobianos na década de 1940 revolucionou o
tratamento de doencas infecciosas e, ao mesmo tempo, aventou-se a
possibilidade de erradicar os agentes patogénicos bacterianos como uma das
principais causas de morbidade e mortalidade. No entanto, nos 70 anos
subsequentes a humanidade assistiu 0 surgimento de micro-organismos que
sao resistentes a quase todos os antimicrobianos postos em uso corriqueiro.
Neste cenario, a tuberculose nao foi uma excecdo (KOCH et al., 2014).

N&o obstante a grande disseminacdo da doenca, novas preocupacoes
tém surgido, como a propagacdo das linhagens MDR-TB, bem como
extensivamente droga-resistentes (XDR-TB, resistentes a isoniazida,
rifampicina, uma fluorquinolona e ao menos um farmaco injetavel de segunda

escolha, i. e., amicacina, capreomicina ou canamicina) e, ainda, as totalmente
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droga-resistentes (TDR-TB, resistentes a todos os farmacos conhecidos)
[GALAGAN, 2014].

De maneira geral, a resisténcia aos antimicrobianos representa uma
ameaca crescente para a saude publica e a seguranca mundiais. Novos
mecanismos de resisténcia dos patdégenos continuam a surgir e se disseminar,
fato que limita o sucesso no tratamento adequado das principais doencas
infecciosas de origem bacteriana. Atividades continuadas de vigilancia que
visam monitorar a emergéncia e propagacdo da resisténcia aos farmacos
figuram como componente crucial da estratégia de luta contra a resisténcia
antimicrobiana (WHO, 2014).

Especificamente na tuberculose, estima-se que 3,3% dos casos novos e
20% das recidivas sejam MDR-TB. Em 2014, estimou-se a incidéncia de
480.000 casos de MDR-TB em todo o mundo, 300.000 na forma pulmonar da
infeccdo e cerca de 190.000 mortes por MDR-TB. Cerca de 9,7% dos pacientes
com MDR-TB tém XDR-TB. Em todo o mundo, apenas 12% dos casos novos
bacteriologicamente confirmados e 58% dos casos anteriormente tratados
foram testados para a resisténcia as drogas em 2014, ainda assim, acima dos
8,5% dos casos novos e 17% dos recidivantes que foram testados em 2013
(WHO, 2015).

Ainda em 2014, 123.000 pacientes com MDR-TB ou tuberculose
rifampicina-resistente (RR-TB) foram efetivamente notificados, equivalente a
41% dos 300.000 doentes que deveriam ter sido identificados como portadores
de MDR-TB no universo de casos notificados naquele ano. O numero de
identificacbes foi quase o mesmo que em 2013. A grande lacuna de
diagnostico, portanto, persistiu. Dentre as 123.000 notificacbes, 111.000
pacientes iniciaram o tratamento especifico para MDR-TB, um aumento de
14% em comparacao a 2013 (WHO, 2015).

Embora escassos, estudos em outros paises tem investigado a
ocorréncia de linhagens de M. bovis resistentes a isoniazida (INH) e rifampicina
(RMP) em bovinos ou reservatorios silvestres, além de casos humanos de
tuberculose (SECHI et al., 2001; FITZGERALD et al., 2011; BOBADILLA-DEL

VALLE et al., 2015). Até o momento, foram conduzidos somente dois estudos
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no Brasil, Zanini (2002) e Parreiras (2003), que investigaram a resisténcia a
INH e RMP em linhagens de M. bovis isoladas de bovinos brasileiros.

A vigilancia da resisténcia aos farmacos fornece subsidios para a
implementacdo de medidas terapéuticas mais eficazes na tuberculose
zoonGtica, para a otimizacdo de politicas publicas e do uso de recursos
financeiros nos sistemas de salde e, consequentemente, para a diminui¢do do
risco da transmissao entre humanos. Somada a esses aspectos, a investigacéo
da diversidade genética dos isolados de M. bovis pode auxiliar na melhor
compreensao da estrutura e dindmica populacional do patégeno, bem como
seus padrdes de transmissao. Contribui, ainda, para o sucesso dos programas
de controle e erradicacdo da bTB (DUARTE et al., 2008).

A analise de 26 genes estruturais em mais de 800 isolados do MTBC
revelou nivel extremamente restrito de variacdo de nucleotideos homdélogos
(SREEVATSAN et al., 1997; WIRTH et al., 2008; DJELOUADJI et al., 2011).
Portanto, a integracéo de ferramentas de genotipagem das linhagens do MTBC
fomentou uma nova abordagem para entender a distribuicdo global da
tuberculose e seus padrdes de transmissdo na populacdo (DEMAY et al.,
2012).

Em conjunto com investigacbes epidemiolégicas classicas, esses
métodos de tipagem molecular constituem o novo padrao-ouro para otimizar a
vigilancia da tuberculose em nivel nacional, regional e global por instituir
metodologia de “genotipagem universal” de isolados clinicos (ALLIX-BEGUEC
et al., 2008).

O presente estudo objetivou caracterizar a diversidade genotipica de
linhagens de M. bovis isoladas de linfonodos de bovinos de abatedouro na
regido centro-oeste do Estado de Sdo Paulo, bem como determinar o perfil
fenotipico de resisténcia destas linhagens a dois dos farmacos de primeira
escolha no tratamento da tuberculose (INH e RMP) e investigar possiveis

bases genéticas da resisténcia antimicrobiana.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Em nivel global, a tuberculose representa atualmente um dos principais
problemas de salde publica de origem infecciosa. Estima-se que em 2014
houve 9,6 milhbes de novos casos de tuberculose, 0,6 milhdo a mais do que
em 2013 (12% dos casos novos entre pessoas HIV-positivas) e 1,5 milhdo de
mortes (1,1 milh&o entre as HIV-negativas e 0,4 milhdo entre as HIV-positivas).
No total de mortes, 890.000 individuos eram homens, 480.000 mulheres, e
140.000 criancas. Essas perdas de vidas humanas sao inaceitaveis, uma vez
gue com diagnéstico precoce e correto, associado ao tratamento adequado,
guase todos os pacientes com tuberculose podem se curar (WHO, 2015).

Por muitos anos acreditou-se que a tuberculose tivesse evoluido dos
bovinos para os humanos, concomitantemente a domesticacdo do gado, cerca
de 10.000 anos atras (UJVARI, 2008). Esta hipétese foi refutada mediante as
técnicas de sequenciamento de DNA e genoma comparativo entre as espécies
do MTBC (BROSCH et al., 2002).

A identificacdo de evidéncias moleculares de MTBC em mumias pré-
Colombianas do Peru e Chile sugere a disseminacéo global do MTBC antes da
domesticacdo de animais. Além disso, lesdes tipicas de tuberculose foram
identificadas em bovideos norte-americanos (125.000 a 8.000 anos atras),
mastodontes (38.000 a 10.000 anos atras), e em fossil de bisdo (17.000 anos
atras), e a analise molecular revelou DNA mais alinhado as estirpes modernas
de M. tuberculosis do que M. africanum e M. bovis (GALAGAN, 2014). Em
paralelo, maior nimero de dele¢cdes gendmicas (ou regides de diferenciacao)
foi identificado no genoma de M. bovis, principalmente na linhagem classica
dos bovinos e nas linhagens BCG (bacilo de Calmette-Guérin), evidenciando
surgimento mais tardio desta espécie entre as micobactérias (BROSCH et al.,
2002).

Embora tenha origens pré-histéricas, a elucidacdo da tuberculose
zoonodtica comecou em 1810, quando Carmichael observou ligacdo entre as
manifestacfes de escrofula (linfadenite cervical) e o consumo de leite bovino
em criancas, embora, equivocadamente, tenha atribuido a causa das
escrofulas a fatores nutricionais (GRANGE e YATES, 1994). Em 1843, Philipp
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Klenke observou maior incidéncia de linfadenite cervical entre criancas
alimentadas com leite bovino do que nas que ingeriam leite materno
(FERREIRA NETO e BERNARDI, 1997).

Mesmo diante destas evidéncias, a importancia zoonética da tuberculose
foi subestimada no passado. Robert Koch, apés relatar em 1882 o primeiro
isolamento do bacilo causador desta doenca, manteve conceitos controversos
sobre a infec¢do. Koch acreditava que o agente causal da tuberculose humana
apresentava pouca patogenicidade para bovinos, tampouco o bacilo da
tuberculose bovina seria patogénico para os humanos, chegando a defender
esta teoria no Congresso Britanico de Tuberculose, em 1901 (DE LA RUA-
DOMENECH, 2006). Essa hip6tese foi largamente contestada por médicos
veterinarios, dentre os quais profissionais de renome, como Ravanel, Sir John
M’Fadyean e Bernard Bang (GRANGE e YATES, 1994).

Para resolver o debate, o governo britanico designou a Royal
Commission on Tuberculosis para investigar o potencial zoondtico da doenca.
Essa comisséo trabalhou de 1901 a 1911, dispondo de laboratorio e fazenda
experimental, onde desenvolveu extenso programa de pesquisa com o assunto
(SALAZAR, 2005). O parecer final da comissdo concluiu que a bactéria da
tuberculose bovina n&o s6 infectava os humanos, como também desencadeava
doenca clinica. O leite bovino foi entdo identificado como potencial via de
transmissao do bacilo para humanos (DE LA RUA-DOMENECH, 2006). Desde
entdo, historicamente, M. bovis tem sido relatado em casos de tuberculose
extrapulmonar, com maior frequéncia em criancas, principalmente devido a
ingestdo de leite ndo pasteurizado, ou ndo submetido a outros tipos de
tratamento térmico (THOEN et al., 2006; REGASSA, 2008).

Embora a bTB seja muito antiga, e tenha sido estudada mais
extensivamente no ultimo século, muitos de seus aspectos ainda continuam
objeto de controvérsia, a contar pela sua exata definicdo. Inicialmente a
enfermidade foi definida, de maneira geral, como infec¢cdo causada por M.
bovis (BEZOS et al., 2014), a qual sera adotada no presente texto. No entanto,
recentemente a Unido Europeia prop6s a definicdo como infec¢do de bovideos
(todas as espécies do género Bos e Bubalus bubalus) e bisdes (Bison bison)
causada por espécies do MTBC (EUROPEAN COMMISSION, HEALTH &
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CONSUMER PROTECTION DIRECTORATE-GENERAL, 2013). Até o
momento, 0 agente etiolégico mais comum da tuberculose em bovideos é M.
bovis e, de maneira mais rara, M. caprae, espécie que se restringe ao territério
europeu (MUELLER et al., 2013).

A importancia da bTB reside principalmente nos paises onde ha poucas
informacgBes epidemioldgicas sobre incidéncia e prevaléncia da infec¢do por M.
bovis nos humanos (THOEN et al., 2014). Nesse contexto se enquadra o
Brasil, onde a situacdo da bTB néo é totalmente conhecida, pois praticamente
ndo existem levantamentos epidemioldgicos recentes que fornecam
objetivamente a frequéncia da infeccdo por M. bovis na populagcdo humana
(ABRAHAO, 1998). Raros estudos nacionais com essa tematica encontram-se
publicados. Rocha et al. (2011) e Sobral et al. (2011) ndo encontraram cepas
de M. bovis ao analisarem amostras de casos humanos de tuberculose. Em
contrapartida, um estudo no estado de Minas Gerais, apontou 1,6% de
ocorréncia de M. bovis em isolamentos micobacterianos de pacientes com
tuberculose (KANTOR et al., 2014). A inconsisténcia de notificacdo de casos
humanos de bTB talvez se deva ao fato de poucos laboratérios com
capacidade para isolamento de micobactérias utilizarem rotineiramente meios
de cultura contendo piruvato de sédio, sabidamente um ingrediente facilitador
da multiplicacéo in vitro de M. bovis (SOBRAL et al., 2011).

O fato € que existem pouquissimos relatos de tuberculose humana
causada por M. bovis no Brasil (SOBRAL et al., 2011). No entanto, a presenca
de M. bovis no leite cru, a principal via de transmissdo da bTB aos humanos, ja
foi demonstrada por diversos autores na comunidade cientifica (GUINDI et al.,
1980; HOLSINGER et al., 1997; KAZWALA et al., 1998; CLAEYS et al., 2013),
incluindo o Brasil (PARDO et al., 2001; LEITE et al., 2003; FRANCO et al.,
2013).

Em territério nacional, a producao de leite bovino possui uma minoria de
produtores especializados, com grande potencial produtivo, e uma vasta
maioria de produtores com exploracdo tipo familiar, com pouca tecnificacao,
pequeno volume de leite produzido, comercializacdo deficiente e qualidade
pouco controlada. A instabilidade do mercado de leite no Brasil forca esses

pequenos produtores a procurar alternativas para o comércio de sua producéo,
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0 que inclui a venda, sem fiscalizacao sanitaria, de leite cru ou “leite informal”,
para individuos que tem o habito de consumo desse tipo de produto (NERO et
al., 2004). Apesar da proibicdo da comercializagdo de leite sem tratamento
térmico no Brasil desde 1952 (BRASIL, 1952), estima-se que do total produzido
no pais, o produto comercializado informalmente corresponda a cerca de 30%
(ZOCCAL, 2014).

Visto que h4 um consumo significativo de leite cru entre a populacdo
brasileira, os estudos que identificaram a presenca de M. bovis em leite
demonstraram que existe um risco potencial de infeccao e desenvolvimento de
doenca para estes consumidores. H4, definitivamente, subnotificacdo da
tuberculose zoonotica no pais (SOBRAL et al.,, 2011). De maneira geral, as
culturas para micobactérias sdo realizadas em laboratorios regionais e
nacionais, apenas em casos especiais ou para pesquisas sobre resisténcia a
medicamentos e apenas em meios soélidos contendo glicerol, um consideravel
inibidor da multiplicagéo in vitro de M. bovis (SOBRAL et al., 2011; KANEENE
et al., 2014).

A determinacdo sistematica de quais casos de tuberculose sé&o
causados por M. bovis é uma etapa essencial na compreensdo da
epidemiologia da bTB, o que subsidiaria a implementacdo de medidas efetivas
de controle e prevencdo (HLAVSA et al., 2008). Maior nimero e abrangéncia
de pesquisas cientificas se faz necessario para elucidar a importancia relativa
de M. bovis na incidéncia da tuberculose nos humanos, especialmente nos
paises em desenvolvimento (THOEN et al., 2014). As abordagens unificadas
das medicinas humana e veterinaria para o combate as zoonoses (definicdo
atualmente utilizada para descrever de maneira ampla o conceito de One
Health) sédo imprescindiveis nesse contexto (KANEENE et al., 2014).

Segundo a WHO, a obtencé&o de dados sobre a importancia zoonética do
M. bovis, principalmente nos paises em desenvolvimento, é dificultada
basicamente por duas razdes: (1) deficiéncia de informacdes epidemiolégicas
da infeccdo em humanos e animais e (2) falta de recursos financeiros para os
paises obterem os dados da situacdo da doenca (ABRAHAO, 1998). Em

adicdo, posto que a bTB possui padrdes epidemiologicos distintos nestes
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paises, faz-se necesséaria a intensificacdo da vigilancia epidemiologica da
enfermidade (ABRAHAO, 1998; HLASVA et al., 2008).

A bTB é clinica, radiogréfica e patologicamente indistinguivel da
tuberculose causada por M. tuberculosis (BILAL et al.,, 2010). Para o
diagnostico diferencial é necessaria a cultura e identificagdo do agente
etiolégico por laboratérios de referéncia (BRASIL, 2009).

A apresentacdo clinica da bTB depende da rota de infeccdo. A via oral,
pela ingestéo de leite sem processos de tratamento térmico, geralmente resulta
em doencga extrapulmonar, com o desenvolvimento de granulomas cervicais ou
mesentéricos, considerada a apresentacdo mais comum em humanos. Ja a
infeccdo por via aerdgena causa sinais pulmonares. A manifestacdo pulmonar
€ a mais comum nos bovinos e nos humanos sob o risco ocupacional da
infeccdo, os quais séo infectados principalmente pela inalagdo dos bacilos
(BILAL et al., 2010).

As linhagens de M. bovis s&o naturalmente resistentes a pirazinamida
(PZA). No entanto, a sensibilidade aos outros farmacos antimicobacterianos
geralmente é similar a observada em M. tuberculosis (BILAL et al., 2010).
Segundo a WHO, as recomendacfes especificas para o tratamento da bTB
consistem em um regime terapéutico com INH e RMP por nove meses, seguido
de terapia com etambutol (ETB) por dois meses (MAJOOR et al., 2011). Mas
na pratica, os pacientes sdo tratados com o protocolo padrédo (BILAL et al.,
2010).

No Brasil, o protocolo de tratamento recomendado pelo Programa
Nacional de Controle da Tuberculose do Ministério da Saude, preconiza 0 uso
de quatro farmacos associados em forma de comprimidos, com doses fixas
combinadas dos quatro farmacos (INH, RMP, PZA e ETB) em um comprimido
para a fase intensiva de tratamento (os dois primeiros meses), seguido do uso
de comprimidos dois em um (INH e RMP) para a fase de continuacdo, nos
guatro meses seguintes (MIYATA, 2010). Continuam disponiveis medicacdes
em formulacbes individualizadas para utilizacdo em protocolos especiais
(BRASIL, 2009).

Os humanos apresentam-se como hospedeiros acidentais de M. bovis

(BILAL et al., 2010). No entanto, a bTB nos humanos é tdo grave quanto a
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causada por M. tuberculosis, podendo, inclusive, ser mais letal (KANEENE et
al., 2014). De fato, Majoor et al., 2011, reportaram mortalidade de 19,9% entre
os pacientes com bTB frente a 4,4% de mortes entre os individuos acometidos
por M. tuberculosis em uma série de casos de 1993 a 2007, na Holanda. Dados
epidemioldgicos de San Diego, Califérnia, Estados Unidos da América (EUA),
revelaram que pacientes com bTB possuem 2,55 mais chances de morte ao
longo do tratamento do que os acometidos por M. tuberculosis (RODWELL et
al., 2008). Estes mesmos autores identificaram, na mesma regido, proporc¢des
muito maiores de bTB nos humanos do que em outros locais dos EUA, como
45% dos diagnosticos em criancas e 8% dos casos em adultos confirmados por
cultivo microbiolégico do agente. A maior mortalidade nos casos de bTB em
humanos pode estar relacionada a disseminagéo miliar e ao acometimento do
sistema nervoso central nos pacientes (MAJOOR et al., 2011).

De maneira mais rara, ha ainda a possibilidade da co-infecgdo por M.
bovis e M. tuberculosis nos pacientes, inclusa no conceito de infeccbes mistas
(GARCIA, 2015). No Brasil, Silva et al. (2013) reportaram 1,6% de co-infecgéo
por M. tuberculosis e M. bovis em casos de tuberculose em area urbana. Essas
situacOes sdo particularmente importantes em caso de as cepas apresentarem
perfis distintos de sensibilidade aos farmacos, o que compromete a eficacia da
terapéutica antimicrobiana no paciente (GARCIA, 2015).

Historicamente, a ocorréncia da bTB em humanos tem sido
estreitamente relacionada com a da tuberculose em bovinos ha mesma regiao
(KANEENE et al., 2014; BOBADILLA-DEL VALLE et al., 2015). A infec¢éo por
M. bovis deve ser considerada em todos 0s grupos de risco, principalmente em
areas rurais. Deve haver trabalho integrado entre clinicos e microbiologistas
para o sucesso do tratamento, especialmente considerando-se a resisténcia
natural do micro-organismo a PZA e a possivel resisténcia crescente a INH
(BILAL et al., 2010).

Em paralelo ao impacto da doenca em saude publica, a bTB apresenta
alta relevancia econdmica no contexto da pecuaria, pois afeta diretamente a
produtividade dos animais e também influencia o comércio internacional de
produtos de origem animal (RODRIGUEZ et al., 2004; MICHEL et al., 2010).

Neste quesito, destacam-se as perdas econémicas em decorréncia da perda
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de produtividade e abate compulsério de animais infectados nos rebanhos
acometidos (ACHA e SZYFRES, 2003).

No Brasil, a tuberculose bovina ainda representa um dos principais
problemas de saude animal, embora esteja distribuida em diferentes taxas ao
longo do territério brasileiro. Entre 1989 e 1998, os dados de notificagbes
oficiais indicavam prevaléncia média nacional de 1,3% (BRASIL, 2006;
KANTOR et al., 2014). Em 2001 foi instituido o Programa Nacional de Controle
e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) pelo Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), com objetivo de diminuir a
prevaléncia e o impacto negativo da tuberculose e da brucelose na saude
animal e publica (BRASIL, 2006). No ano de 2014, em estudo oficial realizado
pela coordenadoria do PNCEBT, os dados revelaram que a prevaléncia de
focos de bTB nos estados de Ronddnia, Bahia, Mato Grosso, Parana e Séo
Paulo foi, respectivamente, 2,3%, 1%, 1,2%, 2,3% e 8,6%. J& o0 numero de
animais positivos nesses estados, no mesmo estudo, foi, respectivamente,
0,1%, 0,1%, 0,1%, 0,4% e 1,6% (PAES e FRANCO, 2016).

Em 2010, 1.192 focos e 4.003 casos de tuberculose bovina foram
reportados no Brasil. Na linha de abate, as carcacas que apresentem lesfes
pequenas e circunscritas tem seus conjuntos de visceras descartados, séo
submetidas a processamentos especiais, com tratamento térmico, e S&o
destinadas a producdo de carne em conserva ou enlatada. No entanto, essas
pecas ndo podem ser exportadas. Ja as carcacas com lesdes abertas ou
generalizadas sao totalmente condenadas e destruidas (KANTOR et al., 2014).

Segundo os Ultimos dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o Brasil dettm o segundo maior rebanho comercial de
bovinos do mundo, superado somente pela india. Nacionalmente, o setor
pecuério da bovinocultura representa um dos principais itens do agronegocio, é
promissor, e ainda apresenta tendéncias de crescimento. Em 2014, o efetivo de
bovinos era de 212,34 milhGes de cabecas, representando um aumento de
0,3% em relacéo ao registrado em 2013 (BRASIL, 2014). Existem no pais mais
de 4.000 abatedouros, que juntos processam mais de 21 milhdes de cabecas
de gado para consumo no mercado interno e também para exportacdo

(KANTOR et al., 2014). Assim, é imprescindivel disponibilizar no mercado
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produtos de origem animal de qualidade e baixo risco sanitario para
consumidores internos e externos cada vez mais exigentes (BRASIL, 2006).

O presente momento representa um marco na histdria da tuberculose,
pois se completam 20 anos da criagao do sistema de monitoramento global da
ocorréncia da doenca, bem como marca-se o prazo de alcance das metas
estabelecidas no ano 2000 para o controle da enfermidade (chamadas
Millenium Development Goals, estabelecidas pela WHO). Em adi¢do, também
€ um momento de transicdo das estratégias globais de controle para as
estratégias globais de erradicacdo completa da doenca (denominadas
Sustainable Development Goals, também estabelecidas pela WHO) que, de
maneira geral, visam reduzir em 90% a mortalidade e em 80% o0 numero de
casos novos de tuberculose (em comparacdo aos indices de 2015) até 2030
(WHO, 2015).

No entanto, € preciso salientar que a tuberculose é uma enfermidade de
carater interespecifico quanto aos seus hospedeiros possuindo, portanto,
diversos reservatérios animais, tanto domésticos quanto silvestres. Desta
forma, uma abordagem visando a erradicacdo definitiva da doenca deve
reconhecer estes reservatorios e incorporar estratégias para incluir estes
aspectos dentro de um programa global de enfrentamento (THOEN et al.,
2014).

2.1 Diagnéstico laboratorial das micobactérias

A confirmacao do diagnostico clinico das infec¢des por micobactérias e a
identificacdo laboratorial do micro-organismo envolve a deteccdo de bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR) em esfregacos, isolamento e identificacdo das
espécies (OSOBA, 2004). A técnicas tradicionais de diferenciacdo das
micobactérias consideram a velocidade de multiplicacdo, morfologia e
pigmentacdo das colbnias, associadas aos testes bioquimicos (YIM e
HOLLAND, 2004).

As espécies de Mycobacterium séo altamente exigentes em termos de
nutrientes para o isolamento in vitro se comparadas com outras bactérias
patogénicas (BALIAN et al., 2002). O isolamento de agentes do género

Mycobacterium requer meios de cultivo ricos e especificos, alguns a base de
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ovo, além de processos de descontaminacdo prévia dos espécimes, utilizando
acidos ou alcalis (QUINN et al., 2005). A temperatura 6tima de multiplicacdo
para a maioria das micobactérias de interesse humano e animal € de 35-37°C
(BRASIL, 2005). O tempo necessario para a multiplicacdo dos micro-
organismos do género Mycobacterium também é longo em comparagdo com
outras bactérias, podendo atingir 60 a 90 dias em algumas espécies (PRIMM et
al., 2004). Tal fato retarda o diagnostico precoce com base em métodos
fenotipicos.

Técnicas moleculares para o estudo das micobactérias tem sido
desenvolvidas mais intensivamente nas duas Ultimas décadas, com objetivo de
aumentar a precocidade e a fidelidade do diagnéstico, agilizar a instituicao de
tratamentos, diminuir o tempo de deteccéo da resisténcia aos antimicrobianos,
possibilitar estudos dos padrdes genotipicos dos isolados e otimizar a adogao
de medidas apropriadas para o controle e profilaxia das infecgcdes (OSOBA,
2004). A recomendacéo atual consiste no uso de uma combinagcédo de ensaios
fenotipicos e moleculares, particularmente para a identificacdo de M.
tuberculosis (WASHINGTON et al., 2006).

Todas as espeécies do MTBC séo geneticamente muito semelhantes,
possuindo 99,9% de homologia no genoma, com sequéncias idénticas no 16S
rRNA, mesmo apresentando diferencas fenotipicas, epidemiologicas e de
patogenicidade (SREEVATSAN et al., 1997; BROSCH et al., 2002; COUSINS
et al., 2003). Kasai et al. (2000) estabeleceram a diferenciacdo molecular das
espécies do MTBC a partir da andlise do polimorfismo nos fragmentos de
restricdo do gene gyrB, que codifica a subunidade B da enzima DNA girase
(topoisomerase Il), envolvida nos processos de multiplicacdo bacteriana, e
universalmente distribuida entre estes micro-organismos (CHIMARA et al.,
2004). A técnica recebeu complementacfes propostas por Niemann et al.
(2000).

Com relacdo aos métodos de genotipagem molecular, a base de todas
as técnicas é a identificacdo de mutacdes genéticas estaveis que foram
adquiridas ao longo do tempo, criando deste modo perfis Unicos entre 0s
isolados (DREWE e SMITH, 2014). Devido ao perfil de expansado altamente

clonal do MTBC, a utilizacdo de combinacdes de multiplos marcadores
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filogenéticos representa a melhor abordagem para a caracterizacdo de
linhagens (ALLIX-BEGUEC et al., 2008). A combinacio de duas metodologias
de tipagem molecular confere maior confiabilidade na analise dos perfis
(RORING et al., 2002; SKUCE et al., 2002; SOLA et al., 2003). Em uma
perspectiva de pesquisa, a identificagdo precisa e 0 estudo de clones
especificos em nivel mundial pode contribuir para o desenvolvimento de novos
instrumentos de diagndstico, profilaticos e terapéuticos para o controle da
tuberculose, bom como avaliar a distribuicdo geografica das linhagens do
MTBC (ALLIX-BEGUEC et al., 2008).

A associacao de métodos moleculares tem propiciado grande impulso
nos estudos da epidemiologia molecular do MTBC (ROCHA, 2009). O
Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing) é baseado na amplificacdo do
locus DR (Direct Repeat) do MTBC, detectando por processo de hibridizacéo
de DNA, a presenca ou auséncia de sequéncias espacadoras neste locus
(KAMERBEEK et al., 1997). O método € simples e rapido, e adequado para
inquéritos epidemioldgicos em larga escala (KANDUMA et al., 2003). O grau de
diferenciacdo e a reprodutibilidade da técnica de Spoligotyping sdo bons,
embora possui menor poder discriminatério que o estudo do numero variavel
de unidades repetitivas intercaladas micobacterianas [Mycobacterial
Interspersed Repetitive Unit-Variable-Number Tandem Repeat Typing (MIRU-
VNTR)] (ROMERO et al., 2006).

As unidades micobacterianas repetitivas intercaladas (MIRUs) sé&o
elementos gendémicos de 40-100pb encontrados como sequéncias repetidas e
dispersas em regides intergénicas do genoma do MTBC. A abordagem classica
envolve 12 MIRUs, e o painel completo atualmente conta com 24 MIRUs
(SUPPLY et al., 2000, 2006). O MIRU-VNTR baseia-se na amplificacao via
PCR (Reacdo em Cadeia pela Polimerase) de multiplos loci repetitivos usando
iniciadores especificos para cada locus, e posterior determinacdo de tamanho
dos amplicons, que refletem o nimero de cépias das MIRUs (SUPPLY et al.,
2006).

A associacdo de Spoligotyping e MIRU-VNTR tem sido utilizada para a
tipificacdo de M. bovis na maioria dos laboratdrios, por serem técnicas

padronizadas, rapidas e de bom custo/beneficio (ROMERO et al., 2006;
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SUPPLY et al., 2006). O uso conjunto de Spoligotyping e MIRU-VNTR consiste
em uma abordagem adequada para estudar epidemiologia, filogenia e
adaptabilidade do MTBC de acordo com cada genotipo (KANDUMA et al.,
2003).

Para a vigilancia epidemioldgica da resisténcia aos antimicrobianos, um
dos métodos analiticos usados para avaliar a atividade antimicobacteriana dos
farmacos, é a microtécnica denominada de MABA (Microplate Alamar Blue
Assay), considerada de facil execucado, pois permite testar varios farmacos e
diferentes concentragdes em uma Unica microplaca (COLLINS e FRANZBLAU,
1997). Nessa técnica, séo utilizadas microplacas de 96 pocos e M. tuberculosis
Hz7Rv como cepa de referéncia. Considera-se como a concentragdo inibitoria
minima (CIM) dos agentes antimicrobianos, a concentracdo capaz de inibir
90% da populacdo bacteriana in vitro, 0 que corresponde a menor
concentracdo das drogas capaz de impedir a mudanca de cor do reagente
revelador (COLLINS e FRANZBLAU, 1997; FRANZBLAU et al., 1998).

No método REMA (Resazurin Microtiter Assay Plate) o revelador alamar
blue é substituido pelo revelador resazurina, um indicador de Oxido-reducao de
coloracdo azul em seu estado oxidado, que altera para a coloracdo rosa
fluorescente (resorufina) quando no estado reduzido (PALOMINO et al. 2002).
A interpretacdo dos resultados da técnica € realizada por inspecéo visual e
fluorimétrica das microplacas (COLLINS e FRANZBLAU, 1997).

Nos dultimos anos, as bases moleculares da multirresisténcia aos
farmacos em M. tuberculosis tem sido objeto crescente de estudo (SECHI et
al., 2001). Mutacbes pontuais, delecdes ou insercdes nos genes inhA, katG e
ahpC tem sido associadas a resisténcia a INH (CARDOSO et al., 2004;
VALVATNE et al., 2009) e cerca de 95% das linhagens resistentes a RMP
apresentam mutacfes pontuais localizadas entre os codons 507 e 533 do gene
rpoB, mais comumente nos codons 516, 526 e 531 (VALVATNE et al., 2009).

O teste GenoType MTBDRplus ver. 2.0 (Hain Lifescience, Nehren
Tubingen, Alemanha) é um teste qualitativo in vitro para a identificacdo
genética do MTBC e da resisténcia a INH e/ou RMP a partir de espécimes
clinicos ou amostras cultivadas. Baseia-se na tecnologia de line probe assay
(LPA), endossada desde 2008 pela WHO (WHO, 2015). O teste consiste em
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uma amplificagdo multiplex com iniciadores biotinilados e uma hibridizag&o
reversa. Para deteccdo da resisténcia a INH € examinado o gene katG (que
codifica a catalase-peroxidase) e a regidao promotora do gene inhA (que
codifica a enoil-ACP-redutase). J4 a resisténcia a RMP é facultada pela
deteccdo das mutacdes mais significativas associadas ao gene rpoB (que
codifica a subunidade 3 da RNA polimerase DNA dependente).

No entanto, os mecanismos de resisténcia as drogas sdo apenas
parcialmente esclarecidos, e ainda ndo esta totalmente elucidado se a atual
compreensao das bases genéticas da resisténcia aos antimicrobianos em M.
tuberculosis € suficientemente abrangente (ZHANG et al., 2013). Em adicao,
uma vez que os antimicrobianos tém como alvo fungdes celulares essenciais
dos micro-organismos, pode-se esperar que a ocorréncia de mutacbes de
resisténcia nos genes codificadores destes alvos tera impactos sobre a
patogénese da infeccdo, um conceito vagamente incluso no termo "custo
adaptativo”. Tal hipotese, por sua vez, suscita questdes fundamentais sobre a
capacidade de M. tuberculosis em abrigar multiplas mutacdes de resisténcia,
mantendo a capacidade de infectar, persistir e causar a doenca em seu
hospedeiro. O controle efetivo da tuberculose exige uma compreensao mais
profunda do impacto da resisténcia as drogas na interacdo patdégeno-
hospedeiro e dos fatores biolégicos subjacentes ao relativo sucesso de estirpes
resistentes (KOCH et al., 2014).

Os dados em relacéo a resisténcia de origem genética aos farmacos em
M. bovis ainda sdo muito limitados, principalmente as linhagens isoladas de
animais. Visto que a tuberculose bovina configura um dos maiores problemas
de origem infecciosa na criacdo de bovinos em todo o mundo, torna-se
primordial o controle e prevencdo da transmissdo de MDR-M. bovis aos
humanos (SECHI et al., 2001).

2.2 Farmacos utilizados no estudo
2.2.1 Isoniazida (INH)

A INH é o farmaco de primeira linha mais amplamente usado para o
tratamento da tuberculose clinica e em infeccbes latentes desde a sua
descoberta em 1952 (ZHANG e YEW, 2009). Possui agcéo bactericida nas
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micobactérias de crescimento rapido (ndo tuberculosas, ambientais) e
bacteriostatica nas espécies de crescimento lento (Global Alliance for TB Drug
Development, 2008). Entretanto, na forma latente (ndo replicante) ou sob
condicdes anaerdbicas os bacilos séo resistentes (ZHANG e YEW, 2009).

A INH é um pro-farmaco que necessita de processamento pela
hemoproteina de atividade enzimatica catalase-peroxidase (KatG - codificada
pelo gene katG) para se tornar ativa. Na sua forma ativa, a INH inibe a InhA
(enzima codificada pelo gene inhA), uma redutase carreadora de enoil-acil
nicotinamida-adenina-dinucleotideo especifica (enoil-ACP-redutase NAD-
especifica) [Global Alliance for TB Drug Development, 2008]. Neste processo, 0
radical acil-isonicotinico, derivado da acdo da KatG, reage com o NAD para
formar uma INH-NAD ativa (MIYATA, 2010).

A enzima InhA esta envolvida na elongacdo de acidos graxos, mais
especificamente, na sintese dos &cidos graxos de cadeia longa (acidos
micolicos), essenciais na composicdo da parede celular das micobactérias
(QUINN et al., 2005; WALLACE Jr. e GRIFFITH, 2005), e esse é alvo de
atuacado mais bem descrito da INH. No entanto, mecanismos de atuacdo em
DNA, carboidratos, lipideos e metabolismo do NAD também podem estar
envolvidos (CARDOSO et al., 2004).

E importante salientar que quando a INH é administrada isoladamente
aos pacientes no tratamento da tuberculose, a resisténcia ao farmaco tende a
surgir. Isolados inicialmente suscetiveis tornam-se resistentes em mais de 70%
dos casos por ocasido da monoterapia com INH em periodo de trés meses
(WALLACE Jr. e GRIFFITH, 2005).

Isolados clinicos que apresentam resisténcia a INH, frequentemente
perdem a funcdo da enzima KatG em ativar o pré-farmaco, principalmente
linhagens com altos niveis de resisténcia (CIM>5ug/mL). Linhagens com baixo
nivel de resisténcia (CIM<1ug/mL), na maioria das vezes, ainda possuem
algum grau de atividade da KatG (WALLACE Jr. e GRIFFITH, 2005; MIYAYA,
2010). O principal mecanismo de resisténcia a INH sdo as mutacdes ou
delecbes no gene katG (Global Alliance for TB Drug Development, 2008),
responsaveis por 60 a 80% dos casos de resisténcia (MIYATA, 2010). A

mutacdo mais frequentemente encontrada é localizada no coédon 315:
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AGC>ACC (Ser>Thr) [CARDOSO et al.,, 2004; Global Alliance for TB Drug
Development, 2008].

As ocorréncias de mutacdes na regido intergénica oxyR-ahpC sao
consideradas mecanismos compensatorios para a perda da atividade
enzimatica da KatG nas linhagens resistentes (SHERMAN et al., 1999).
Embora estejam presente em frequéncia menor entre os isolados (MIYATA,
2010), estas mutagOes podem ser utilizadas como marcadores alternativos na
deteccdao de resisténcia a INH (CARDOSO et al., 2004).

Mutacdes também podem ocorrer na regido codificante ou na regiao
promotora do gene inhA, causando super-expressado da InhA ou mutagdes em
seu sitio ativo, diminuindo a afinidade desta enzima a INH-NAD ativa (Global
Alliance for TB Drug Development, 2008). Em geral, essas mutacdes estédo
associadas a baixo nivel de resisténcia para INH e sdo menos frequentes do
gue mutacdes em katG, correspondendo a 20 a 35% dos isolados de M.
tuberculosis (CARDOSO et al., 2004; HAZBON et al.,, 2006). A ocorréncia
simultanea de mutacdes em inhA e katG, conferem altos niveis de resisténcia a
INH aos isolados clinicos (MIYATA, 2010).

2.2.2 Rifampicina (RMP)

Junto a INH, a RMP é outro importante farmaco de primeira linha anti-
tuberculose, incluso na terapia da enfermidade desde a década de 1980
(RODRIGUES et al., 2012), apos a conclusao de ensaios clinicos iniciados em
1967 (WALLACE Jr. e GRIFFITH, 2005). Possui acdo bactericida para M.
tuberculosis (WALLACE Jr. e GRIFFITH, 2005), e ao contrario da maioria dos
antimicrobianos que requerem crescimento ativo e metabolismo micobacteriano
para exercer seus efeitos, a RMP esta inclusa restrita categoria de farmacos
(que também inclui moxifloxacino e bedaquilina) que mantém atividade contra
as formas intracelulares, de baixa replicacdo e até latentes do bacilo
(WALLACE Jr. e GRIFFITH, 2005; RODRIGUES et al., 2012). No entanto, sua
efetividade frente a forma néo replicante do agente é reduzida (WALLACE Jr. e
GRIFFITH, 2005).

A capacidade farmacologica de atuacdo contra formas latentes e de

baixa replicacdo bacteriana é particularmente importante na tuberculose, onde
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a diminuicdo da atividade metabodlica e o estado de laténcia do agente
infeccioso sédo considerados fatores chave para a persisténcia da infec¢céao. De
fato, o papel da RMP na eliminagdo de bacilos com baixa atividade metabdlica
€ o principal fator na confianca continua dos programas oficiais de controle da
tuberculose no uso da RMP como farmaco de primeira linha, a despeito da
emergéncia e disseminacao de linhagens resistentes a este farmaco (RR-TB)
[RODRIGUES et al., 2012; KOCH et al., 2014].

Os mecanismos de acdo da RMP se baseiam na interferéncia na sintese
de RNA bacteriano por meio de sua ligacdo a subunidade B da RNA
polimerase DNA dependente (Global Alliance for TB Drug Development, 2008;
MIYATA, 2010). A RNA polimerase DNA dependente € constituida por uma
enzima core formada por multisubunidades app'w em associacdo com uma
subunidade o© para iniciar especificamente a transcricio a partir do
reconhecimento dos promotores (ZHANG e YEW, 2009; KOCH et al., 2014).

O sitio de ligacdo da RMP estd localizando proximo ao canal de
RNA/DNA da enzima, e a ligacdo do antimicrobiano bloqueia fisicamente o
transito de sintese da cadeia de RNA tdo logo dois ou trés nucleotideos tenham
sido adicionados (Global Alliance for TB Drug Development, 2008). Uma vez
gue as etapas de elongacao da transcricdo estejam em curso completo, a RNA
polimerase ja ndo € mais vulneravel a inibicio mediada pela RMP. Por esta
razao, a atividade RMP ¢é restrita a uma fase muito especifica da transcricéo.
No entanto, o mecanismo preciso pelo qual a interferéncia transcricional
mediada pela RMP conduz a morte celular ainda ndo é totalmente
compreendido (KOCH et al., 2014). A RMP néao inibe a RNA polimerase de
mamiferos (Global Alliance for TB Drug Development, 2008).

Para Escherichia coli, a acdo bactericida da RMP pode vir do
desencadeamento de apoptose através da ativacdo do "modulo do gene
suicida" mazF, cujo mesmo sistema foi identificado em M. tuberculosis (Global
Alliance for TB Drug Development, 2008).

Quase todas as linhagens de M. tuberculosis resistentes a RMP
apresentam mutacdes no gene rpoB (TELENTI et al., 1993). Essas mutacdes
resultam em mudancas conformacionais no sitio de ligacdo da RMP, que,

consequentemente, geram menor afinidade desta subunidade ao farmaco, ou
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seja, a resisténcia (MIYATA, 2010). A alta resisténcia a RMP (CIM>32ug/mL) é
derivada de mutagbes que ocorrem geralmente na regido mais comumente
envolvida com a aquisicado de resisténcia, denominada hot spot, do gene rpoB
(TELENTI et al., 1997), encontradas em 95 a 96% dos isolados (TELENTI et
al., 1997; VALVATNE et al., 2009).

Os primeiros estudos de resisténcia a RMP em E. coli agruparam as
mutacdes conferindo resisténcia em trés pequenas regides na porcao central
do gene rpoB: cluster | (amino&cidos de 512 a 534), cluster Il (aminoacidos de
563 a 574) e cluster Ill (aminoacido 687) (ZHANG e TELENTI, 2000; KOCH et
al., 2014). Em M. tuberculosis, as muta¢cdes no cluster I, mais precisamente
nos codons 516, 526 e 531, estdo entre as mais frequentes nos isolados
resistentes (VALVATNE et al., 2009; KOCH et al., 2014).

Considerando o impacto das infec¢des por micobactérias em humanos e
animais e o reduzido niumero de estudos com isolamentos de M. bovis de
linfonodos no pais, tampouco da diversidade genotipica e do perfil de
resisténcia dos isolados aos antimicrobianos de primeira escolha no tratamento

da tuberculose humana, foi idealizado o presente estudo.
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3. OBJETIVOS

1. Caracterizar por técnicas de cultivo microbiologico e biologia molecular,
isolados de Mycobacterium sp. obtidos de linfonodos bovinos com lesdes
compativeis com tuberculose bovina, abatidos em frigorifico na regido centro-
oeste do estado de S&o Paulo;

2. Conhecer a diversidade genética de M. bovis em casos de tuberculose
bovina em rebanhos da regido do estudo;

3. Determinar o perfil fenotipico de resisténcia, e o valor da CIM dos isolados
de M. bovis frente aos antimicrobianos INH e RMP;

4. Investigar a presenca de mutacdes génicas para resisténcia a INH e RMP

nos isolados de M. bovis com resisténcia fenotipica a estes farmacos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento experimental

Foram colhidos, aleatoriamente, 100 linfonodos de bovinos que
apresentavam lesdes macroscopicas de linfadenite (granulomas, caseum,
linfadenomegalia), em diferentes carcacgas, inspecionadas durante a linha de
abate em frigorifico fiscalizado pelo Servico de Inspecéo Federal (SIF), no
municipio de Lencois Paulista, SP.

O tamanho da amostragem foi determinado usando o método de
estimativa de propor¢cdes com a precisdo desejada (DOHOO et al., 2010),
considerando uma prevaléncia de Mycobacterium sp. de 50% (PARREIRAS,

2003), associada a uma margem de erro aceitavel de 10%, e nivel a = 0.05.

4.2 Obtencao das amostras

As amostras de linfonodos foram colhidas no momento da inspecéo das
carcacas na linha de abate, entre agosto de 2014 e maio de 2015. Foram
provenientes de rebanhos bovinos de 26 municipios no estado de S&o Paulo e
um no estado de Minas Gerais (figura 1), a saber: Adolfo, Aracatuba, Bofete,
Buri, Conchas, Delfin6polis, Dourado, Espirito Santo do Turvo, Franca, Garca,
Guarei, Itabera, Itapetininga, Itararé, Itatiba, Itobi, Itupeva, Marilia, Pereiras,
Piedade, Piracaia, Piracicaba, Pirajui, Sabino, Sales, Santa Cruz do Rio Pardo

e Zacarias.
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FIGURA 1. Mapa construido utilizando o Google Maps® indicando os diferentes municipios de

origem das amostras de linfonodos colhidas em abatedouro para o diagndstico da tuberculose.
Botucatu, SP, 2014 a 2015.

Apoés a identificacdo na linha de abate das lesGes macroscoépicas de
linfadenite na inspecdo externa ou na superficie de corte dos linfonodos, os
espécimes foram acondicionados em sacos plasticos coletores estéreis tipo
stomacher (TwirlEM™ - Labplas, Ste-Julie, Canada). Imediatamente apos a
colheita, os materiais foram transportados em recipientes isotérmicos contendo
gelo reciclavel (4 a 8°C) até a chegada ao Laboratério de Diagnostico
Microbiolégico da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -—
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, campus Botucatu
(FMVZ-UNESP/Botucatu), SP. As amostras permaneceram congeladas a -20°C

até o momento do processamento.
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4.3 Procedimentos laboratoriais
4.3.1 Descontaminacdo das amostras

Em cémara de fluxo laminar devidamente higienizada e esterilizada,
cerca de um grama de cada amostra foi macerado com tesoura e pinga
estéreis e disposto individualmente em tubos de centrifuga estéreis (volume de
15mL), para o processo de descontaminacdo pelo método de Petroff,
empregando a solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) a 4% (BALIAN et al.,
2002). Para tanto, o material macerado foi acrescido de 5mL de solugdo de
NaOH a 4% e 0,1mL da solucgéo indicadora de pH azul de bromotimol a 0,02%.
Apo6s agitacdo a mistura foi incubada a 37°C por 30 minutos.

Em seguida, foi adicionada a cada tubo solucdo de &cido sulfarico
(H2S04) a 4% até a mudanca de cor do indicador do azul para o amarelo, e
estabilizacdo do pH entre 6,5 e 7,4. Os tubos foram centrifugados a 6.708g por
20 minutos. Desprezados o0s sobrenadantes, os sedimentos foram
ressuspendidos com 5mL de solucédo salina estéril e homogeneizados com
auxilio de agitador de tubos do tipo vortex. As suspensdes foram submetidas a
outra centrifugacdo a 6.708g por 20 minutos. A etapa de lavagem dos
sedimentos em solucdo salina estéril foi repetida por duas vezes. Novamente
0s sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram utilizados no

cultivo microbiolégico.

4.3.2 Cultivo microbioldégico das amostras

O sedimento gerado pelo processo de descontaminacdo de cada
amostra foi inoculado em paralelo nos meios de cultura de Lowenstein-Jensen
(BBL™ - Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA) e
Stonebrink (preparacao in house, segundo a WHO), solidificados em garrafas
plasticas estéreis de cultivo celular (volume de 40mL) [Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica]. As garrafas devidamente fechadas permaneceram
incubadas a 37°C em condi¢cbes de aerobiose por periodo de 90 dias. As
culturas foram inspecionadas semanalmente visando a detec¢cdo de

multiplicacdo micobacteriana.
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As colbnias morfologicamente compativeis com o género Mycobacterium
foram analisadas em microscopia éptica utilizando a técnica tintorial de Ziehl-
Neelsen, para a identificacdo de BAAR (QUINN et al., 2005).

4.3.3 Estoque dos micro-organismos

Os isolados classificados como BAAR foram estocados nos proprios
meios de cultura, com realizacdo de novas passagens condi¢cdes supracitadas
(conforme a necessidade), para obtencao de maior biomassa bacteriana.

O material genético de cada isolado também foi estocado sob
congelamento (-20°C), apOs processo de extracdo de DNA por termolise
(MAZARS et al.,, 2001). Para este processo, a quantidade de micobactérias
equivalente ao preenchimento de uma al¢a bacteriolégica descartavel de 10uL
foi adicionada em 350uL de solugcédo tampao Tris-HCI (pH 8,0) em microtubos
de centrifuga estéreis. Em seguida, foi aquecida a 100°C por 10 minutos e
resfriada a -86°C por 10 minutos. O ciclo de aquecimento e congelamento foi
repetido por trés vezes. Os microtubos foram centrifugados a 13.201g sob
refrigeracdo (4°C) por 20 minutos e o sobrenadante de cada microtubo foi
entdo transferido para um novo microtubo estéril. O DNA extraido de cada
isolado foi estocado a -20°C até o momento da realizagcdo das técnicas

moleculares.

4.3.4 Identificacdo molecular dos micro-organismos

As etapas de identificacdo molecular foram realizadas no laboratério de
micobacteriologia “Prof. Dr. Hugo David” da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
campus Araraquara (FCFAR-UNESP/Araraquara), SP. Em todos os materiais
genéticos foi realizada a amplificacdo do fragmento de 1020pb do gene gyrB,
utilizando-se os iniciadores MTUBf (5-TCGGACGCGTATGCGATATC-3’) e
MTUBr (5-ACATACAGTTCGGACTTGCG-3’) [CHIMARA et al., 2004]. O DNA
foi submetido aos seguintes ciclos: desnaturacdo a 95°C por 10 minutos,
seguida de 35 ciclos de amplificacdo a 94°C por 1 minuto, 65°C por 1 minuto e

72°C por 1,5 minuto, e extenséo final a 72°C por 10 minutos.
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A amplificacédo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose (1%)
corado com GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, EUA), com marcador de peso
molecular de 100pb (DNA Express, Guarulhos, SP, Brasil). Em seguida, 10 a
15uL do produto amplificado foram submetidos a digestdo pelas enzimas de
restricdo Rsal, Tagl e Sacll (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), seguindo
as recomendacoes do fabricante. Os fragmentos gerados foram separados por
eletroforese em gel de agarose (2%) corado com GelRed™, com marcadores
de peso molecular de 50pb e 100pb (DNA Express, Guarulhos, SP, Brasil).
Ap6s a eletroforese, os géis foram fotografados em equipamento de
fotodocumentacao Alpha Imager™ (Alpha Innotech, San Leandro, CA, EUA).
Os padrdes encontrados foram comparados com os descritos por Chimara et
al. (2004). Os isolados identificados como M. bovis foram submetidos a
genotipagem e testes fenotipicos de resisténcia a INH e RMP.

4.3.5 Genotipagem das linhagens de M. bovis
4.3.5.1 Técnica de Spoligotyping

O DNA das linhagens isoladas de M. bovis foi submetido a técnica de
Spoligotyping no laboratério de bacteriologia médica da Universidade Estadual
de Maringad campus Maringa (UEM/Maringa), PR, com os iniciadores DRa (5’-
GGTTTTGGGTCTGACGA-3’, 5 biotinylated) e DRb (5'-
CCGAGAGGGGACGGAAAC-3') [KAMERBEEK et al.,, 1997]. O DNA foi
submetido aos seguintes ciclos: desnaturacdo a 96°C por 3 minutos, seguida
de 20 ciclos de amplificacdo a 96°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por
30 segundos, e extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR
foram mantidos sob refrigeracéo (4 a 8°C) até o momento do uso.

Concomitantemente a realizacdo da PCR foi preparada a membrana de
hibridizacao Biodyne™ C Membrane (Pall Corporation, Port Washington, NY,
EUA), seguindo o protocolo de Molhuizen et al. (1998). A membrana foi ativada
(carregada com carga negativa) com 10mL de solucdo de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimide (EDAC) a 16% em garrafa especifica para
forno de hibridizacao (rolling bottle) em temperatura ambiente (25°C), dentro do

préprio forno de hibridizacdo (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), em
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movimento, por 10 minutos. Em seguida, a solugcdo EDAC foi descartada e a
membrana lavada em agua destilada por 2 minutos, ainda na garrafa.

A membrana foi posicionada sobre suporte de espuma cushion em
Miniblotter com 45 canais (Immunetics, Boston, MA, EUA) devidamente
fechado. Nos canais 1 e 45 foram aplicados 150pL de tinta Nankin diluida
1:100 em solugdo SSPE 2x (SSPE 1x = 0,18M NaCl, 10mM NaH2PO4 e 1nM
EDTA [pH 7,7]). Nos 43 canais restantes foram aplicados os 43
oligonucleotideos espacadores sintetizados com grupamento amino na posi¢cao
5’, cada um correspondendo a uma sequéncia espacadora no locus DR
(KAMERBEEK et al., 1997), um por canal, em ordem, evitando a formagao de
bolhas, diluidos em solucédo de NaHCO3 pH 8,4 em concentracdes previamente
estabelecidas (tabela 1) [MOLHUIZEN et al., 1998].

TABELA 1. Sequéncia de sondas de DNA e concentragdes de uso na técnica de Spoligotyping em
linhagens de M. bovis isoladas de linfonodos de bovinos de abatedouro. Botucatu, SP, 2014 a
2015.

Espacador Sequéncia de nucleotideos Concentracdo de uso

(pMol/150uL)
1 [amino]5-ATAGAGGGTCGCCGGTTCTGGATCA-3' [12,5]
2 [amino]5-CCTCATAATTGGGCGACAGCTTTTG-3' [30,0]
3 [amino]5-CCGTGCTTCCAGTGATCGCCTTCTA-3’ [12,5]
4 [amino]5-ACGTCATACGCCGACCAATCATCAG-3' [12,5]
5 [amino]5-TTTTCTGACCACTTGTGCGGGATTA-3’ [12,5]
6 [amino]5-CGTCGTCATTTCCGGCTTCAATTTC-3' [12,5]
7 [amino]5-GAGGAGAGCGAGTACTCGGGGCTGC-3' [25,0]
8 [amino]5-CGTGAAACCGCCCCCAGCCTCGCCG-3' [50,0]
9 [amino]5-ACTCGGAATCCCATGTGCTGACAGC-3' [12,5]
10 [amino]5-TCGACACCCGCTCTAGTTGACTTCC-3’ [15,0]
11 [amino]5-GTGAGCAACGGCGGCGGCAACCTGG-3' [30,0]
12 [amino]5-ATATCTGCTGCCCGCCCGGGGAGAT-3' [60,0]
13 [amino]5-GACCATCATTGCCATTCCCTCTCCC-3’ [12,5]
14 [amino]5-GGTGTGATGCGGATGGTCGGCTCGG-3' [30,0]
15 [amino]5-CTTGAATAACGCGCAGTGAATTTCG-3' [30,0]
16 [amino]5-CGAGTTCCCGTCAGCGTCGTAAATC-3' [12,5]
17 [amino]5-GCGCCGGCCCGCGCGGATGACTCCG-3' [100]
18 [amino]5-CATGGACCCGGGCGAGCTGCAGATG-3' [12,5]
19 [amino]5-TAACTGGCTTGGCGCTGATCCTGGT-3' [12,5]
20 [amino]5-TTGACCTCGCCAGGAGAGAAGATCA-3’ [12,5]
21 [amino]5-TCGATGTCGATGTCCCAATCGTCGA-3' [25,0]
22 [amino]5-ACCGCAGACGGCACGATTGAGACAA-3’ [12,5]
23 [amino]5-AGCATCGCTGATGCGGTCCAGCTCG-3' [50,0]
24 [amino]5-CCGCCTGCTGGGTGAGACGTGCTCG-3' [50,0]
25 [amino]5-GATCAGCGACCACCGCACCCTGTCA-3’ [25,0]
26 [amino]5-CTTCAGCACCACCATCATCCGGCGC-3' [12,5]
27 [amino]5-GGATTCGTGATCTCTTCCCGCGGAT-3' [25,0]
28 [amino]5-TGCCCCGGCGTTTAGCGATCACAAC-3' [12,5]
29 [amino]5-AAATACAGGCTCCACGACACGACCA-3' [12,5]
30 [amino]5-GGTTGCCCCGCGCCCTTTTCCAGCC-3' [12,5]
31 [amino]5-TCAGACAGGTTCGCGTCGATCAAGT-3’ [12,5]
32 [amino]5-GACCAAATAGGTATCGGCGTGTTCA-3' [25,0]
33 [amino]5-GACATGACGGCGGTGCCGCACTTGA-3' [100]
34 [amino]5-AAGTCACCTCGCCCACACCGTCGAA-3’ [25,0]
35 [amino]5-TCCGTACGCTCGAAACGCTTCCAAC-3' [12,5]
36 [amino]5-CGAAATCCAGCACCACATCCGCAGC-3' [12,5]
37 [amino]5-CGCGAACTCGTCCACAGTCCCCCTT-3' [12,5]
38 [amino]5-CGTGGATGGCGGATGCGTTGTGCGC-3' [25,0]
39 [amino]5-GACGATGGCCAGTAAATCGGCGTGG-3' [25,0]
40 [amino]5-CGCCATCTGTGCCTCATACAGGTCC-3' [12,5]
41 [amino]5-GGAGCTTTCCGGCTTCTATCAGGTA-3' [12,5]
42 [amino]5-ATGGTGGGACATGGACGAGCGCGAC-3' [25,0]
43 [amino]5-CGCAGAATCGCACCGGGTGCGGGAG-3’ [50,0]
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A incubacdo do conjunto por 2 minutos a temperatura ambiente garante
gue os oligonucleotideos (ou sondas de DNA), que possuem carga positiva,
liguem-se covalentemente a membrana com carga negativa. Apés o periodo de
incubacgdo, as solugcbes dos oligonucleotideos foram aspiradas na ordem em
gue foram depositadas, com auxilio de bomba de vacuo. A membrana foi entao
retirada do Miniblotter e incubada em solugdo NaOH 100mM em vasilha
plastica por, no maximo, 10 minutos a temperatura ambiente, sem agitacao.
Essa etapa é responsavel pela inativacdo da membrana, sem prejuizo a
imobilizagdo das sondas de DNA. Em seguida, a membrana foi lavada em
solucdo SSPE 2x suplementada com 0,1% de dodecil sulfato de sddio (SDS)
pré-aquecido a 60°C por 5 minutos, com leve agitacdo, em outra vasilha. Apos
essa etapa, a membrana foi novamente lavada, em uma nova vasilha, desta
vez em solucdo de EDTA 20mM pH 8,0 em temperatura ambiente por 15
minutos, com leve agitacdo, e estocada em saco plastico hermeticamente
fechado, sob refrigeracédo (4 a 8°C) até o momento do uso.

No momento da realizacdo das hibridizacbes de DNA a membrana foi
retirada do saco plastico e lavada em solucdo SSPE 2x com 0,1% SDS pré-
aquecido a 60°C por 5 minutos, com leve agitacdo. Apos a lavagem, foi
posicionada no Miniblotter de modo que os canais do equipamento ficassem
perpendiculares as linhas de aplicacdo das sondas de DNA, ou seja, as linhas
marcadas com tinta Nankin foram posicionadas na direcdo dos orificios
superiores e inferiores dos canais. Os residuos de liquido foram aspirados dos
canais do Miniblotter.

Para a hibridizacéo, 20uL dos produtos amplificados foram diluidos em
150uL de solucdo SSPE 2x com 0,1% SDS, desnaturados por calor a 100°C
por 10 minutos em termociclador (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) e
imediatamente resfriados em gelo. As amostras diluidas foram aplicadas na
membrana prépria, perpendicularmente ao conjunto dos 43 oligonucleotideos
espacadores, evitando a formacdo de bolhas. Os canais negativos receberam
150uL de solucdo SSPE 2x com 0,1% SDS, para que nado ficassem vazios.
Foram utilizados como controle positivo o DNA das cepas M. tuberculosis
H37Rv e M. bovis AN5. A hibridizacdo ocorreu por 60 minutos a 60°C, em
posicao horizontal e sem agitacédo (KAMERBEEK et al., 1997).
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ApOs a hibridizagdo, os canais do Miniblotter foram aspirados em ordem
e a membrana passou por duas lavagens em 250mL solu¢cdo SSPE 2x com
0,5% SDS a 60°C por 10 minutos. Em seguida foi cuidadosamente colocada na
rolling bottle, aguardando o resfriamento. Foi entdo adicionado a membrana,
10mL de solugcdo SSPE 2x SDS 0,5% com 3uL de estreptavidina conjugada
com peroxidase (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, Reino Unido)
seguida da incubacédo da membrana a 42°C por 45 a 60 minutos no forno de
hibridizagcdo em movimento, para reagdo enzimatica com a biotina marcada nos
produtos da PCR. Apés esse periodo, duas novas lavagens foram realizadas
em 250mL de solugdo SSPE 2x com 0,5% SDS pré-aquecida a 42°C por 10
minutos cada, e dois enxagues finais em 250mL de SSPE 2X a temperatura
ambiente por 5 minutos.

A deteccdo do sinal de  hibridizagdo foi realizada por
guimioluminescéncia, uma vez que a peroxidase presente no conjugado de
estreptavidina catalisa a reagao, resultando na emisséo de luz que pode ser
detectada por filme de raio-X (KAMERBEEK et al., 1997). Foi utilizado o kit
comercial Amersham ECL Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare Life
Sciences, Little Chalfont, Reino Unido), segundo as recomendacfes do
fabricante. Nessa etapa, a membrana foi incubada em 20mL da mistura ECL
por 1 minuto, e 0 excesso de liquido foi cuidadosamente retirado com papel
toalha. A membrana foi embrulhada em plastico PVC e, em sala escura, foi
colocada em cassete radiografico exposta a filme de raio-X (Kodak, Rochester,
NY, EUA) por 30 minutos.

A revelacdo do filme radiogréafico foi realizada com o kit de reagentes
reveladores e fixadores (Kodak, Rochester, NY, EUA), segundo as
recomendacdes do fabricante. O resultado da hibridizac&do de cada linhagem foi
confrontado com banco de dados genéticos internacional online SITVIT WEB
(2012), para obtencéo do Spoligotyping International Type (SIT) [DEMAY et al.,
2012].

4.3.5.2 Técnica de MIRU-VNTR
Em paralelo a técnica de Spoligotyping foi conduzido o MIRU-VNTR dos

isolados no Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de Medicina
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Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo campus Sao Paulo
(FMVZ-USP/Séao Paulo), SP, amplificando 12 MIRUs (loci 2, 4, 10, 16, 20, 23,
24, 26, 27, 31, 39 e 40), de acordo com o protocolo de Supply et al. (2006).
Para cada locus amplificado foi utilizado um par de iniciadores e uma reacao de
PCR (Tabela 2).

TABELA 2. Sequéncia de inciadores utilizados na amplificacdo dos loci na técnica de
Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit-Variable-Number Tandem Repeat Typing (MIRU-VNTR)
em linhagens de M. bovis isoladas de linfonodos de bovinos de abatedouro. Botucatu, SP, 2014 a
2015.

Locus Sequéncia de nucleotideos
5-TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT-3’
5-TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT-3’

5-GCGCGAGAGCCCGAACTGC-3'

MIRU 2

MIRU 4
5-GCGCAGCAGAAACGTCAGC-3
MIRU 10 5-GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC-3’
5-GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT-3’
MIRU 16 5-TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA-3
5-CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC-3’
MIRU 20 5-TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG-3’
5-GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA-3
MIRU 23 5-CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG-3’
5-AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC-3
MIRU 24 5-CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT-3’
5-GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA-3’
MIRU 26 5-TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC-3
5-CATAGGCGACCAGGCGAATAG-3’
MIRU 27 5-TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA-3’
5-GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA-3’
MIRU 31 5-ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA-3
5-GTGCCGACGTGGTCTTGAT-3'
MIRU 39 5-CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC-3’
5-CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT-3’
MIRU 40 5-GGGTTGCTGGATGACAACGTGT-3

5-GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA-3’

Foi empregado um unico protocolo de ciclagem para as reacfes de PCR:
desnaturacdo a 95°C por 10 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 1
minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 1,5minuto, e 72°C por 10 minutos para
elongacéo final. O produto de cada reacéo foi submetido a eletroforese em gel
de agarose (1,5%) corado com GelRed™, com marcadores de peso molecular
de 100pb. Os géis foram fotografados em equipamento de fotodocumentacao
InGenius3™ (Syngene, Cambridge, Reino Unido).

Os tamanhos dos fragmentos encontrados foram avaliados com auxilio da
tabela de conversao de fragmentos em alelos (SUPPLY et al., 2006). Os dados
foram inseridos no SITVIT WEB (2012) para obtencdo do MIRU International
Type (MIT) correspondente (DEMAY et al., 2012).
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4.3.6 Testes fenotipicos de resisténcia a INH e RMP nas linhagens de M.
bovis

A determinacdo do perfil fenotipico de resisténcia a INH e RMP nas
linhagens isoladas de M. bovis foi realizada no laborat6rio de Micobacteriologia
“Prof. Dr. Hugo David” da FCFAR-UNESP/Araraquara, pelo método Resazurin
Microtiter Assay Plate (REMA), segundo o protocolo de Palomino et al. (2002).
Na realizacdo da técnica de REMA, foram utilizadas microplacas de 96 pocos e
M. tuberculosis Hz7Rv ATCC 27294 como cepa de referéncia.

Foi considerada como CIM dos agentes antimicrobianos, a concentracao
capaz de inibir 90% da populacao bacteriana in vitro (COLLINS e FRANZBLAU,
1997; FRANZBLAU et al., 1998), o0 que corresponde a menor concentracao dos
farmacos capaz de impedir a mudanca de cor (reacédo de reducao) do reagente
revelador de azul (resazurina) para rosa (resorufina). A classificacdo qualitativa
dos isolados como “sensivel” ou “resistente” foi baseada nos pontos de corte
estabelecidos no método BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial Detection
System (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ, EUA),
considerado como padrao-ouro, de 0,1 pg/mL para INH e 1,0 pg/mL RMP.
Esses valores, por sua vez, foram preconizados pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) [CLSI, 2011].

Os antimicrobianos utilizados foram preparados individualmente em
solucdo de estoque a 10mg/mL, aquosa para INH (Sigma Aldrich, Steinheim,
Alemanha) e em dimetil-suféxido (DMSO) [Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
EUA] para RMP (Sigma Aldrich, Steinheim, Alemanha) e esterilizadas por
filtracdo em pelicula de 0,22um (Techno Plastic Products, Trasadingen, Suica).
As solucdes permaneceram congeladas a -20°C até o momento do uso. A
resazurina sodica em po (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) foi diluida em
solucdo a 0,01% em agua destilada e esterilizada por filtracdo em pelicula de
0,22um.

Para a realizacdo das provas de REMA, cada solucdo de estoque dos
antimicrobianos foi diluida 1:100 (dando origem as solu¢cbes de uso a
100pug/mL) em meio de cultura Middlebrook 7H9 (Difco, Detroit, Ml, EUA)

suplementado em 10% do volume com uma mistura de acido oleico, albumina,
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dextrose e catalase (OADC) [Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NJ, EUA].

Suspensoes bacterianas foram concomitantemente preparadas, com cada
uma das linhagens isoladas de M. bovis bem como de M. tuberculosis cepa
H7Rv ATCC 27294. A quantidade de micobactérias equivalente ao
preenchimento de uma alca bacteriolégica foi depositada em tubo de ensaio
estéril, contendo 5mL de Middlebrook 7H9 acrescido de 10pL de Tween 80. As
suspensdes foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex e a
turbidez ajustada para o tubo 1 da escala McFarland [1x107 Unidades
Formadoras de Colbénia (UFC) /mL]. ApO6s o ajuste, 500 microlitros das
suspensfes foram diluidas em 9,5mL (diluicdo 1:20) de Middlebrook 7H9
suplementado com 10% de OADC.

Na microplaca, os poc¢os correspondentes as colunas 1 e 12 receberam
200pL de Middlebrook 7H9 com OADC esteéril, a fim de evitar a desidrata¢do do
meio de cultura durante o periodo de incubacdo em estufa bacteriologica e
servir como controle de esterilidade na prova (controle negativo). A coluna 11
recebeu apenas 100uL de Middlebrook 7H9, para posteriormente servir como
controle positivo da prova. Nas colunas 2 a 10 foram aplicadas as diluicdes
seriadas dos farmacos INH e RMP (Tabela 3) em volume total de 100uL do
meio de cultura Middlebrook 7H9 com OADC, de maneira automatizada, pelo

equipamento Precision™ XS (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA).

TABELA 3. Concentracdes finais de diluicdo (expressas em pg/mL) em meio Middlebrook 7H9 dos
farmacos utilizados na técnica de Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) em linhagens de M.
bovis isoladas de linfonodos de bovinos de abatedouro. Botucatu, SP, 2014 a 2015.

Colunas INH RMP
2 25,00 25,00
3 12,50 12,50
4 6,25 6,25
5 3,12 3,12
6 1,56 1,56
7 0,78 0,78
8 0,39 0,39
9 0,19 0,19
10 0,09 0,09

No primeiro e no ultimo poc¢o das colunas 2 a 10 foi adicionado apenas o
Middlebrook 7H9 e o farmaco, servindo como controle de esterilidade (controle

negativo). Nos pocos correspondentes as linhas B a G das colunas 2 a 11, foi
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inoculado o volume de 100uL das suspensdes bacterianas diluidas, compondo
o total de 6 linhas, 3 com a sequéncia de INH e trés com RMP, para cada

isolado testado (figura 2).

FIGURA 2. Microplaca de 96 pocos utilizada na técnica de Resazurin Microtiter Assay
Plate (REMA) em linhagens de M. bovis isoladas de linfonodos de bovinos de
abatedouro. Botucatu, SP, 2014 a 2015.

As colunas 1 e 12 apresentam os controles negativos, a coluna 11 o controle positivo e as colunas 2 a 10 as diluices
seriadas de INH e RMP. As linhas B, D, e F foram utilizadas para INH e as linhas C, E e G para RMP.

As microplacas tampadas foram seladas com Brand™ Parafim™ M
(Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e incubadas a 37°C em atmosfera
suplementada com 5% de CO2. Apos sete dias de incubacéo foi adicionado o
volume de 30uL da resazurina diluida (0,01%) em agua estéril nos pocos das
linhas B a G da microplaca. Apos a reincubacdo a 37°C por mais 24 horas, foi
realizada a leitura baseada na interpretacdo da fluorescéncia no leitor de
microplacas Cytation™ 3 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA), utilizando-
se filtros de excitagao e emissao nos comprimentos de ondas de 530 e 590nm,

respectivamente.

4.3.7 Pesquisa de mutacdes nos genes de resisténcia a INH e RMP nas
linhagens de M. bovis

A pesquisa de mutacBes nos genes de resisténcia a INH e RMP foi
realizada no DNA das 21 linhagens de M. bovis que apresentaram resisténcia
fenotipica a INH e/ou RMP pela técnica de REMA. Esta etapa foi conduzida no
laboratério de bacteriologia médica da UEM/Maringa. Foi utilizado o kit
comercial GenoType MTBDRplus versdo 2.0 (Hain Lifescience, Nehren

Tlbingen, Alemanha), seguindo as recomendacdes do fabricante.
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Para a amplificacdo dos loci génicos de interesse foi utilizada a mistura
de reagentes para PCR do kit (AM-A e AM-B, 10uL e 35pL, respectivamente)
com 5L da suspencgédo de DNA de cada isolado. O DNA foi submetido aos
seguintes ciclos: desnaturacdo a 95°C por 15 minutos, seguida de 10 ciclos de
amplificacdo a 95°C por 30 segundos, 65°C por 2 minutos e mais 20 ciclos a
95°C por 25 segundos, 50°C por 40 segundos, 70°C por 40 segundos, e
extensdo final a 70°C por 8 minutos. Os produtos da PCR foram mantidos sob
refrigeracao (4 a 8°C) até o momento do uso.

Foram dispensados 20uL da solugéo de desnaturacdo (DEN) em uma
das extremidades de cada uma das canaletas utilizadas do kit. Sobre a DEN
adicionou-se 20uL da amostra amplificada, homogeneizando-se com cuidado,
e incubou-se por 5 minutos a temperatura ambiente. Em cada canaleta foi
adicionado 1mL da solucdo tampao de hibridizacdo (HYB) pré-aquecida a
45°C, homogeneizando-se com o produto desnaturado da PCR. Uma tira de
hibridizacdo com o lado revestido pelas sondas virado para cima foi colocada
em cada canaleta, e o conjunto incubado a 45°C por 30 minutos, com leve
agitacdo. Apos a aspiracdo completa da solucéo de hibridizacéo, foi adicionado
1mL da solucédo de lavagem adstringente (STR) sobre cada tira e 0 conjunto
incubado a 45°C por 15 minutos, com leve agitacao.

A solucdo STR foi completamente removida e cada tira foi entdo lavada
com 1mL da solucédo de enxague (RIN) a temperatura ambiente por 1 minuto,
com leve agitacdo. Em seguida, foi adicionado 1mL do conjugado streptavidina-
fosfatase alcalina diluido 1:100 na solucdo indicada (CON-C + CON-D) em
cada canaleta, seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 30 minutos,
com leve agitacdo. O composto conjugado foi totalmente removido e cada tira
lavada por duas vezes com 1mL da RIN por 1 minuto, e uma vez com agua
destilada (por 1 minuto), a temperatura ambiente, com leve agitacao.

Na etapa final, a agua destilada foi removida, aspirando quaisquer
vestigios de liquido. Em seguida, 1mL do substrato corante diluido 1:100 no
diluente préprio (SUB-C + SUB-D) foi depositado em cada canaleta. O
recipiente com as canaletas foi incubado em sala escura até que as bandas de
hibridizacdo estivessem claramente visiveis (cerca de 3 minutos), e a reacao

de revelacao foi entdo imediatamente interrompida com duas lavagens com
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agua destilada nas tiras de hibridizagdo. As mesmas foram secas sobre papel
absorvente, fixadas na ficha de avaliacdo fornecida pelo kit, e avaliadas
segundo os padrdes fornecidos pelo fabricante, num total de 27 zonas de

reacéo (figura 3).
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FIGURA 3. Representacdo esquematica (esquerda) e resultados de hibridizacdo do kit
GenoType MTBDRplus versao 2.0 em linhagens de M. bovis isoladas de linfonodos de
bovinos de abatedouro. Botucatu, SP, 2014 a 2015.
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5. RESULTADOS

Dentre os 100 linfonodos de bovinos de abatedouro com lesédo caseosa
amostrados, foram obtidos 67 isolamentos compativeis com Mycobacterium sp.
Pela analise da restricdo enzimatica do gene gyrB, todos os isolados foram
classificados como M. bovis e, portanto, foram submetidos as técnicas de
REMA, Spoligotyping e MIRU-VNTR.

As provas de Spoligotyping revelaram 16 spoligotipos presentes entre as
linhagens dos quais 14 foram classificados em SIT conhecidos
(correspondentes a 63 isolados) e 2 perfis sem SIT, ou “brfaos”
(correspondentes a 4 isolados), conforme os dados expressos na tabela 4. A
subfamilia BOV_1 predominou com 52 (77,6%) dos 67 isolados. A subfamilia
BOV_2 foi representada por 8 (11,9%) isolados e 5 (7,4%) isolados foram
incluidos na familia BOV, sem agrupamento em subfamilia. Dois isolados
“orfaos” pertenceram a um perfil ndo registrado no banco de dados SITVIT
WEB, por conseguinte, ndo foram classificados em familia ou subfamilia.

Na subfamilia BOV_1, foram identificados os SIT 481, 482, 594, 665,
691, 698, 1021, 1667, 1852, 2141 e dois isolados sem shared type. A
subfamilia BOV_2 foi a segunda mais frequente, com o SIT 683. Ja os SITs
982, 1851 e 1853 foram agrupados na familia BOV.

A andlise de MIRU-VNTR com painel de 12 MIRUSs, identificou 31
isolados pertencentes ao MIT 49, um isolado pertencente ao MIT 5 e 35
isolados considerados “érfaos”, ou sem MIT conhecido (tabela 4).

A juncdo das analises de Spoligotyping e MIRU-VNTR possibilitou o
agrupamento dos isolados em 12 clusters (contendo, ao todo, 46 isolados),
definidos como o conjunto de dois ou mais isolados com perfis genotipicos

idénticos, e 21 isolados diferenciados em perfis Unicos.



TABELA 4. Informacédo genotipica de 67 linhagens de M. bovis em clusters, genotipadas pelas técnicas de Spoligotyping e Mycobacterial Interspersed

Repetitive Unit-Variable-Number Tandem Repeat Typing (MIRU-VNTR), isoladas de linfonodos de bovinos de abatedouro. Botucatu, SP, 2014 a 2015.

e . . . . . Familia/  Grupos de Subgrupos

Ref. Perfil binario de Spoligotyping Perfil octal de Spoligotyping  SIT Subfamilia Spoligotying MIRU 12 12-MIT de MIRU

4 11011111011111101111011111112111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

6 11011111011111101111011111112111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

14 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

24 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

52 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

77 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

78 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49 Al

79 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

81 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 A 232324253322 49

84 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

85 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

88 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

97 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

7 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232222253321  Orfao

13 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232224133322 Orfao Desagrupado
21 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 2 2324253 22 Orféo

22 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 222324253222 Orfao

39 110111110111111011121111121222111111111100000 676773777777600 482 BOV_1 Desagrupado 232324252322 Orféo Desagrupado
66 1101011101011110111111111111111111111100000 656573777777600 594 BOV_1 B 232224233322 Orfao B1

67 1101011101011110111111111111111111111100000 656573777777600 594 BOV_1 232224233322 Orfao

16 11000111011111101111112111111111111111100000 616773777777600 665 BOV_1 Desagrupado 232324252422 Orfao Desagrupado
69 11011010000011101111111111211111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 222324253322 5 Desagrupado
12 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324253322 49

19 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324253322 49 C1l

53 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 C 232324253322 49

42 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324251322 Orféo Desagrupado
86 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232224243322 Orfao

93 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324153322 Orfao c2

96 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324153322 Orfao

57 1101111101011110111111111111111111111100000 676573777777600 691 BOV_1 222222263322 Orfao D1

73 1101111101011110111111111111111111111100000 676573777777600 691 BOV_1 D 222222263322 Orfao

63 1101111101011110111111111111111111111100000 676573777777600 691 BOV_1 232224233222 Orfao Desagrupado

5 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

26 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 E 232324253322 49 El

45 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

50



48 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324253322 49

50 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324253322 49

51 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324253322 49

72 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324253322 49

83 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324253322 49

91 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324253322 49

8  1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324253222  Orfdo £2
31 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324253222  Orfdo

29 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324243322  Orfdo

50 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324243322  Orfdo

64 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324243322  Orféo E3
74 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324243322  Orfdo

76 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232324243322  Orfdo

11 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 232424253322  Orfdo

82 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV 1 230304253321 Orfdo ~ Desagrupado
15  1000011101111110111111111111111111111100000 416773777777600 982 BOV Desagrupado 232324263322  Orfao  Desagrupado
28 1101111101111110111101111000000111111100000 676773674037600 1021 BOV 1 F 232320251522 Orfao
30 1101111101111110111101111000000111111100000 676773674037600 1021 BOV 1 332314253322  Orfdo

90 1100011101111110111111111111111111110100000 616773777777200 1667  BOV 1  Desagrupado 232324253322 49 Desagrupado
18 10011010000011101111112211111212111111100000 464073777777600 1851 BOV Desagrupado 232324221222 Orfao Desagrupado
9  1101111101111110111111110000000000111100000 676773770003600 1852 BOV 1 G 232304253322 49 L oo
10 1101111101111110111111110000000000111100000 676773770003600 1852  BOV 1 232324251222  Orféo

27 1101111001111110111101111000111111110100000 674773674377200 1853 BOV 232324253322 49 Desagrupado
25 1101111001111110111101111000111111110100000 674773674377200 1853 BOV H 232324253222 Orfdo o
60 1101111001111110111101111000111111110100000 674773674377200 1853 BOV 232324253222  Orfdo

55 1100111101111110111101111111111111111100000 636773677777600 2141 BOV 1 232324253322 49 Desagrupado
56 1100111101111110111101111111111111111100000 636773677777600 2141  BOV 1 | 242324263322 Orfao M

62 1100111101111110111101111111111111111100000 636773677777600 2141  BOV 1 242324263322  Orfdo

20 1100111101111110111101111101111111111100000 636773676777600 Orféo ] 232324253322 49 1

23 1100111101111110111101111101111111111100000 636773676777600 Orf&o 232324253322 49

17 1101111101111110111101111111100000001100000 676773677600600 Orfdfo  BOV 1 K 232324251322 Orfdo K1
41 1101111101111110111101111111100000001100000 676773677600600 Orfio  BOV 1 232324251322  Orfdo

Ref.= nimero de referéncia

SIT= Spoligotyping International Type

MIRU= Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
MIT= MIRU International Type
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A técnica de REMA revelou 21 isolados (31% do total) com resisténcia
fenotipica aos farmacos testados. Dentre os 21 isolados, 11 (16%) foram
classificados como MDR-TB. Outros 8 (12%) isolados apresentaram resisténcia
a INH e 2 (3%) isolados foram resistentes & RMP. Os valores da CIM e a
classificacdo qualitativa do perfil de sensibilidade in vitro aos farmacos

envolvidos no estudo encontram-se expressos na tabela 5.

TABELA 5. Classificacdo qualitativa (com respectivos pontos de corte) e concentracées inibitérias
minimas (CIM, expressas em pg/mL) da sensibilidade a isoniazida (INH) e rifampicina (RMP)
obtidas pela técnica de Rezasurin Microtiter Assay Plate (REMA), em isolados de M. bovis obtidos
de linfonodos de bovinos de abatedouro. Botucatu, SP, 2014 a 2015.

Classificagdo CIM (ug/mL) Classificagao CIM (ug/mL)
Ref (0.1pg/mL) (1.0pg/mL) Ref (0.1pg/mL) (1.0pg/mL)
' INH RMP INH RMP ) INH RMP INH RMP
4 S S <0,098 <0,098 52 S S <0,098 <0,098
5 S S <0,098 <0,098 53 S S <0,098 <0,098
6 R S >25 0,156 55 S S <0,098 <0,098
7 S S <0,098 <0,098 56 S S <0,098 <0,098
8 R S 0,246  <0,098 57 S S <0,098 <0,098
9 R S 0,850 <0,098 59 S S <0,098 <0,098
10 R S 0,420 <0,098 60 S S <0,098 <0,098
11 R S >25 <0,098 62 S S <0,098 0,171
12 R R >25 3,125 63 R S 0,194 <0,098
13 S S <0,098 <0,098 64 S S <0,098 <0,098
14 S S <0,098 0,185 66 S S <0,098 0,117
15 S S <0,098 0,354 67 R S 0,156 <0,098
16 S S <0,098 0,413 69 S S <0,098 <0,098
17 R R 0,296 1,219 72 S S <0,098 <0,098
18 S S <0,098 0,702 73 R R 6,25 >25
19 S S <0,098 <0,098 74 S S <0,098 0,164
20 S S <0,098 <0,098 76 S S <0,098 <0,098
21 S S <0,098 0,562 77 R R >25 3,125
22 S S <0,098 <0,098 78 S S <0,098 <0,098
23 S S <0,098 <0,098 79 R R >25 3,125
24 S S <0,098 <0,098 81 S S <0,098 <0,098
25 R R 0,203 1,389 82 R R >25 3,125
26 S S <0,098 <0,098 83 S S <0,098 <0,098
27 S S <0,098 <0,098 84 S S <0,098 <0,098
28 R R >25 5,624 85 R S 0,120 0,099
29 S R <0,098 1,259 86 S S <0,098 <0,098
30 S S <0,098 <0,098 88 S S <0,098 <0,098
31 S S <0,098 <0,098 90 S R <0,098 2,759
39 S S <0,098 <0,098 91 R R >25 5771
41 R R >25 3,125 93 S S <0,098 <0,098
42 S S <0,098 <0,098 96 S S <0,098 0,727
45 S S <0,098 0,141 97 S S <0,098 <0,098
48 S S <0,098 0,150
50 S S <0,098 0,419
51 R R >25 3,125
Ref.= nimero de referéncia CIM= Concentracédo Inibitéria Minima
INH= isoniazida S= sensivel
RMP= rifampicina R= resistente

b

A pesquisa por mutacdes génicas relacionadas a resisténcia aos
farmacos testados por meio do kit GenoType MTBDRplus versdo 2.0 nao
acusou a presenca de mutacdes (dentre as englobadas no kit) em nenhum dos

isolados fenotipicamente resistentes.
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6. DISCUSSAO

Dados recentes sugerem que o surgimento da resisténcia aos farmacos
e o perfil de transmissibilidade das micobactérias, sdo fortemente influenciados
pelo cenéario genético e evolutivo do MTBC (DJELOUADJI et al.,, 2011).
Compreender os mecanismos da resisténcia micobacteriana aos farmacos é
fundamental para desenvolver testes mais rapidos de diagndstico molecular, e
para delinear novas drogas antimicobacterianas, bem como auxiliar a
implementacdo de medidas para prevenir o desenvolvimento de resisténcia nas
linhagens (MIYATA, 2010).

Dentre os 67 isolamentos de M. bovis de bovinos de abatedouro, 21
isolados (31%) apresentaram algum padrdo de resisténcia aos farmacos
testados. Destes, 11(16%) foram classificados como MDR-TB, 8 (12%)
apresentaram resisténcia a INH e 2 (3%) foram resistentes a RMP. Esses
dados contrastam com os obtidos por Fitzgerald et al. (2011) em linhagens de
M. bovis isoladas de veados silvestres abatidos em temporada de caca no
estado americano de Michigan, que pesquisaram resisténcia a multiplos
farmacos pelos métodos de proporgdes e Bactec™ nas linhagens obtidas, néo
observando resisténcia. Esses cervideos sao considerados como 0s
reservatorios primarios da tuberculose para os bovinos domeésticos na regiao
onde foi conduzido o estudo (FITZGERALD et al., 2011). No entanto, na Itélia,
Sechi et al. (2001) reportaram 22,7% de multirresisténcia, bem como de
resisténcia a RMP, e 18,9% de resisténcia a INH em estirpes de M. bovis
isoladas de rebanhos bovinos.

No Brasil, Corréa e Corréa, em 1974, ao analisarem 200 amostras de
casos de tuberculose humana ja reportavam dados de resisténcia em 7 (3,5%)
linhagens de M. bovis, sendo 3 multirresistentes. Parreiras (2003) nao
encontrou resisténcia fenotipica a INH e RMP em linhagens de M. bovis
isoladas de lesbes caseosas em bovinos, mediante avaliacdo qualitativa em
meios de cultura soélidos com concentracdes pré-estabelecidas dos
antimicrobianos. Ja Zanini (2002), reportou 2,4% de resisténcia a INH em

isolados de M. bovis oriundos de lesdes tuberculosas de bovinos.
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No presente estudo, a identificagcdo de mono e multirresisténcia nas
linhagens de M. bovis isoladas de bovinos aos farmacos de eleicdo no
tratamento da tuberculose em humanos representa uma preocupagao em
salde publica, e estabelece estado de alerta para a vigilancia epidemiolégica
da tuberculose bovina em territério nacional. Ressalta-se ainda que a
instituicdo do PNCEBT em 2001 pelo MAPA proibe o tratamento dos bovinos
infectados (BRASIL, 2006).

A resisténcia natural aos farmacos presente nas espécies do MTBC
representa um entrave ao tratamento e controle da tuberculose. Essa
resisténcia € atribuida a constituicdo peculiar da parede celular destes micro-
organismos, e ao sistema ativo de efluxo multidroga (DE ROSSI et al., 2006;
RODRIGUES et al., 2012). Em paralelo, estudos tém revelado a existéncia de
outros sistemas que neutralizam a acao dos farmacos, bem como a aquisicéo
de mutacbes cromossomais, que por sua vez fornecem altos niveis de
resisténcia das micobactérias aos antimicrobianos (RAMON-GARCIA et al.,
2009).

Embora influenciada por mudltiplos fatores, a resisténcia do género
Mycobacterium aos antimicrobianos é frequentemente associada a mutacfes
em genes codificantes ou relacionados aos alvos celulares destes
medicamentos (KOCH et al.,, 2014). No presente estudo, a pesquisa de
mutacdes génicas visou a triagem nas areas mais comumente envolvidas com
a aquisicao de resisténcia para INH e RMP, ou hot spots, dos genes rpoB, katG
e inhA, mediante o uso de sondas de DNA para sequéncias tipo selvagem (wild
types) e para mutacbes que medeiam a resisténcia antimicrobiana mais
frequentemente encontradas em M. tuberculosis. Nenhuma das 21 estirpes
testadas apresentou as mutacfes abrangidas pelo kit comercial MTBDRplus
versao 2.0.

De fato, as mutagcdes cromossomais ndo elucidam todos os casos de
resisténcia, particularmente a INH, onde 20 a 30% dos isolados clinicos INH-
resistentes ndo apresentam mutacées em nenhum dos genes conhecidamente
envolvidos (RODRIGUES et al., 2012). No entanto, para a RMP a ocorréncia
de mutacbes tem sido mais frequentemente associada a resisténcia,

especialmente na zona hot spot do gene rpoB. Todavia, raros casos,
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correspondentes & 2 a 4% dos isolados clinicos, ndo apresentam essas
mutacdes (TELENTI et al., 1997).

Estudos recentes tém descoberto também novos genes e/ou regides
intergénicas associadas a resisténcia antimicrobiana nos isolados clinicos de
M. tuberculosis, com a identificagdo de diversas localizagbes de polimorfismos
de um Unico nucleotideo em comparacdo com 0 genoma da cepa padrao
H37Rv. Zhang et al. (2013) reportaram a identificagdo de 14 novos genes
fortemente associados a resisténcia aos farmacos ao analisarem uma cole¢ao
de estirpes MDR- e XDR-M. tuberculosis na China. No mesmo estudo, os
autores apontaram um painel de 84 genes possivelmente correlacionados com
a resisténcia antimicrobiana. Ainda neste experimento, as conclusdes
ressaltaram a importancia de futuros estudos sobre esses genes.

Diante da emergéncia da multirresisténcia das micobactérias, séo
imprescindiveis abordagens semelhantes englobando o genoma de linhagens
clinicas de M. bovis droga-resistentes em comparagdo com o0 genoma padréo
da linhagem BCG, visando elucidar se existem diferencas nas regibes de
mutacdo em M. tuberculosis e M. bovis. Essas possiveis diferencas poderiam
justificar, em parte, a auséncia da identificacdo de mutacOes para a resisténcia
nos isolados de M. bovis obtidos de bovinos no presente estudo.

A aplicacdo das técnicas de genotipagem tem desvendado a estrutura
da populacdo clonal de MTBC, que compreende linhagens filogenéticas
distintas caracterizadas por diferencas em suas distribuicbes geograficas,
imunogenicidade, viruléncia e associagbes com a multirresisténcia aos
antimicrobianos (ALLIX-BEGUEC et al., 2008). Entre os varios métodos de
genotipagem para estudar o polimorfismo genotipico dos agentes do MTBC,
Spoligotyping e MIRU-VNTR ganharam recentemente a aprovacao
internacional como métodos robustos, rapidos e de alta reprodutibilidade,
capazes de gerar dados em um formato passivel de portabilidade entre
laboratorios e pesquisadores (DEMAY et al., 2012).

A técnica de MIRU-VNTR com painel de 12 MIRUSs, identificou um
cluster de 31 isolados pertencentes ao MIT 49, um isolado pertencente ao MIT
5 e 35 isolados considerados “6rfaos”, ou sem MIT conhecido. Estes dados

estdo em conformidade com os descritos por Demay et al. (2012) na instituicao
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da maior e mais completa base de dados internacional para o estudo da
diversidade genética e epidemiologia molecular do MTBC atualmente
disponivel, o SITVIT WEB. No referido banco de dados, os 12loci-MIT 49 e 5
até o presente momento ndo apresentam registros de isolamento no Brasil. O
baixo grau discriminatério da técnica de MIRU-VNTR em linhagens de M. bovis
ja foi descrito por outros autores (PARREIRAS, 2003; ROCHA, 2009). No
entanto, a técnica permitiu, em associacdo ao Spoligotyping, o agrupamento
dos isolados em 12 clusters e 21 isolados diferenciados em perfis Unicos.

A classificacdo genotipica dos isolados no presente estudo mostrou alta
taxa de isolados clinicos de M. bovis em clusters na populacdo estudada (46
isolados, representando 68,5% do total de 67 isolados). A subfamilia BOV_1 foi
a principal linhagem observada e o0s gendtipos BOV_1/SIT698 e
BOV_1/SIT481 que compreenderam 18 (26,8%) e 17 (25,3%) isolados,
respectivamente, foram os mais prevalentes, seguidos do BOV_2/SIT683, com
8 (11,9%) isolados.

Esses dados concordam com os descritos por Rodriguez et al. (2004) no
estado de Séao Paulo, que encontraram os 3 referidos genotipos na mesma
ordem de frequéncia. O gendtipo SIT 698 apresenta alta prevaléncia no Brasil
(72,5%), e ja foi identificado na Argentina (19,4%), Franca (4,1%), Espanha
(4,1%), México (3,3%), Holanda (2,5%), Estados Unidos (0,8%), Costa Rica
(0,8%) e Bélgica (0,8%) [DEMAY et al., 2012]. O gendtipo SIT 481 (o segundo
mais prevalente no presente estudo) é ubiquo, jA tendo sido descrito na
Argentina, Bélgica, Brasil, Franca, Alemanha, Italia, México, Holanda, Africa do
Sul, Espanha, Suécia, Tunisia, Reino Unido, Estados Unidos e Uruguai. A
Franca € o pais onde este genoétipo € mais abundante (29,7%), seguido do
Brasil (18,8%) e Africa do Sul (14,8%) [DEMAY et al., 2012].

Na subfamilia BOV_2, o gendétipo SIT 683 apresenta grande numero de
registros no SITVIT WEB, com maior prevaléncia na Irlanda (53,5%) e Reino
Unido (24,2%). Foi descrito como majoritario na Argentina, e também presente
no Paraguai e Uruguai (Zumarraga et al., 1999). No entanto € pouco frequente
no Brasil (2,2%) [DEMAY et al., 2012].

Esses 3 perfis genotipicos também foram descritos em Portugal, como

gendtipos compartilhados entre bovinos (Bos spp.) e espécies silvestres,
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cervos (Cervus elaphus) e javalis (Sus scrofa), evidenciando a possibilidade de
transmissao interespecifica da tuberculose (DUARTE et al., 2008). Evidéncias
similares j& foram descritas na Itadlia e Espanha (SERRAINO et al., 1999;
ARANAZ et al., 2004; GORTAZAR et al., 2005). Situa¢cBes andlogas podem
estar ocorrendo no Brasil, onde ainda se tem pouco conhecimento sobre
identificagdo e importancia de espécies silvestres como reservatorios da
tuberculose, ou do impacto dos bovinos doentes como fontes de infec¢do para
a fauna silvestre. Um maior nimero de pesquisas de vigilancia epidemioldgica
e tipificagdo de linhagens de M. bovis traria maior aporte de conhecimento e
fundamentacéo de atividades para o controle da bTB, especialmente nos seus
estagios de erradicacao (DUARTE et al., 2008).

Dentre os demais perfis encontrados no presente estudo, merecem
destaque os genotipos BOV/SIT982 (1 isolado) e BOV/SIT1851 (1 isolado),
ainda ndo descritos no Brasil. O SIT 982 ja foi identificado na Espanha e
Franca, e o SIT 1851 foi descrito na Argentina e Reino Unido (DEMAY et al.,
2012).

O gendtipo SIT 665 (presente em 1 isolado) foi predominantemente
encontrado na Franca (54,6%), e ja foi identificado no Brasil por Rodriguez et
al. (2004). O SIT 1021 (2 isolados no presente estudo) foi descrito pelos
mesmos autores no Brasil, e existem registros desse gendtipo no México e na
Franca (DEMAY et al., 2012).

O SIT 482 apresenta distribuicdo ubiqua, tendo sido identificado em
todos os continentes, com excec¢do da Oceania. Ha predominio de registros em
paises europeus, principalmente na Alemanha e Dinamarca. O Brasil
corresponde a 3,2% dos registros (DEMAY et al., 2012).

Os genotipos SIT 1852 e SIT 1853, presentes no estudo em 2 e 3
isolados, respectivamente, apresentam poucos registros no SITVIT WEB,
obtidos na Argentina e Brasil. Estes mesmos paises também referiram o SIT
691, a maioria na Argentina (34,3%), seguido do Brasil (11,7%), assim como o
SIT 594, com 20,8% na Argentina e 16,6% no Brasil (DEMAY et al., 2012).
Englobando os mesmos paises, porém com menor numero de registros, tem-se
o SIT 1667 (1 isolamento no estudo), com 42,8% dos registros em cada uma
das nacbes (DEMAY et al., 2012).
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O SIT 2141 (3 isolados no presente estudo) apresenta raros registros no
Brasil (RODRIGUEZ et al., 2004) e um na Franca (DEMAY et al., 2012).

Um perfil de espoligotipo ndo classificado em SIT, que compreendeu 2
isolamentos no estudo, com padrdo octal 676773677600600, subfamilia
BOV_1, apresenta um outro Unico registro de isolamento, também no Brasil
(DEMAY et al., 2012). Outro perfil “6rfao” do presente estudo (padréo octal
636773676777600), que também compreendeu dois isolados, ndo apresenta
registros no SITVIT WEB, nem classificacdo em familia / subfamilia. Assim,
pode-se tratar de um novo perfil de espoligotipo.

A diversidade genética dos isolados de M. bovis em bovinos
provavelmente pode ser atribuida ao grande fluxo de movimentacdo desta
espécie animal que, no Brasil, ocorre principalmente devido a feiras,
exposi¢cbes agropecuarias, leildbes e o proprio comércio de animais, que
possibilitam o contato direto entre animais provenientes de diferentes regides.
Tal fato dificulta o estabelecimento de especificidade geografica para as
linhagens isoladas de M. bovis (SUAZO et al., 2002).

Desde o Brasil colénia ha importacdo de bovinos para o Brasil,
principalmente da Europa. Nas décadas de 1920 e 1930 esta atividade se
intensificou. Nesta época ndo se faziam testes imunoalérgicos de forma
rotineira ou como critério de compra de novos animais. Desta forma, acredita-
se que muitos animais infectados tenham entrado no pais nesse periodo
(FELDMAN, 1955 apud PARREIRAS, 2003). Tal fato poderia justificar a
ocorréncia de gendtipos de M. bovis semelhantes nos rebanhos brasileiros e
europeus.

No entanto, € preciso salientar que as delecbes de espacadores no
locus DR, as quais geram novos padrées de espoligotipos, sdo muito
frequentes. Com efeito, padrbes idénticos de espoligotipos podem ocorrer
independentemente em linhagens néo relacionadas (homoplasia genética).
Portanto, o Spoligotyping pode ser um indicador pouco confiavel para o
estabelecimento de relacdes filogenéticas entre os isolados (SCHURCH et al.,
2011).

Em adicdo, a classificacdo genotipica das linhagens de M. bovis

apresenta certas limitagbes. Esse fato € devido a super-representacdo das
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entradas de dados de M. bovis da Europa e da América do Sul (cerca de 30 e
25%, respectivamente) nos bancos de dados de andlise da diversidade
genotipica do MTBC. Embora limite a interpretacdo da epidemiologia molecular
de M. bovis em nivel global, tal fato também reflete a realidade da importancia
econbmica da pecuéaria ha América do Sul (Brasil e Argentina) e na Europa
(BRUDEY et al., 2006).

7. CONCLUSOES

A alta ocorréncia de M. bovis nos linfonodos dos bovinos reforca a
importancia do patdgeno como agente causal de linfadenite e tuberculose nos
rebanhos bovinos na regido do estudo;

A resisténcia aos antimicrobianos apresenta-se como um fenémeno
complexo e multifatorial, particularmente nas espécies do MTBC. Estudos
abrangentes, em diferentes regides geograficas, sdo necessarios para elucidar
as bases da resisténcia aos farmacos nas linhagens de M. bovis isoladas de
animais;

A ocorréncia de isolados de M. bovis resistentes aos farmacos de uso no
tratamento da tuberculose em humanos € preocupante no tocante a saude
publica, e reforca a necessidade de intensificacao das atividades do Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose no Brasil;

As abordagens de epidemiologia molecular de M. bovis possibilitam
inferéncias acerca das origens geograficas das linhagens, fontes de infeccéo e
disseminacdo do patdgeno entre humanos e animais. Todavia, existem
limitacBes na interpretacdo dos dados, que refletem a necessidade de mais
estudos, em numero e abrangéncia, envolvendo vigilancia epidemioldgica e
tipificacdo molecular de linhagens de M. bovis associadas as ferramentas de

epidemiologia classica.
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Highlights: (3-5 bullet-points, maximum 85 characters, including spaces)
e High frequency of M. bovis isolated from lymphadenitis in slaughtered bovines
e 11 strains classified as MDR-TB, 8 INH-resistant and 2 RMP-resistant
e Spoligotyping and MIRU-VNTR allowed grouping of 12 clusters and 21 unique
profiles
e M. bovis resistance to isoniazid and rifampicin raises public health concerns

e More studies approaching the genotypic diversity in M. bovis are required

Summary (maximum 200 words)

Objectives

Investigate the genotypic diversity of Mycobacterium bovis strains from bovine
tuberculosis cases on the study population.

Determine the phenotypic profile of resistance and MIC values to isoniazid (INH) and
rifampicin (RMP) of these lineages.

Evaluate possible genetic basis for such resistance.

Methods

M. bovis strains were obtained by mycobacterial culture out of 100 lymph nodes with
caseous lesions. Genotyping was performed by Spoligotyping and MIRU-VNTR. REMA
was used for the assessment of the phenotypic profile of resistance of the lineages,
and GenoType MTBDRplus to the search of genetic mutations.

Results

67 isolates were obtained, 11 (16%) classified as MDR-TB, 8 (12%) INH-resistant and
2 (3%) RMP-resistant. Genetic resistance-associated mutations were not found.
Spoligotyping and MIRU-VNTR allowed the grouping of 12 clusters (68.5% of the
strains), and 21 isolates with unique profiles.

Conclusions

The high frequency of M. bovis identified reinforces the importance of the pathogen as
a major causal agent of lymphadenitis and tuberculosis in cattle in the study area. The
resistance of the lineages to first-line drugs used in the human treatment of
tuberculosis raises public health concerns. Further studies are required to elucidate the

basis of drug resistance and the occurrence of genotypic diversity in M. bovis strains.

Key words: bovine tuberculosis, multidrug-resistant, genotypic profile, bovine

lymphadenitis
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Introduction

Tuberculosis caused by Mycobacterium bovis (bTB) is a zoonosis of worldwide
distribution with broad host range. Although primarily affects cattle, it can be
transmitted to humans by the consumption of milk and dairy products without
pasteurization or other heat treatment. Also, by the inhalation of infectious aerosols,
mainly in immunosuppressed individuals, such as people living with HIV/AIDS
(HLAVSA et al, 2008).There is significant variation in terms of how different
microorganisms of the Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) species affect
specific hosts, including humans. However, there are also important intersections
between animals and humans with regard to tuberculosis epidemiology. The best
example is the occurrence of bTB in humans, domestic animals and wildlife (THOEN et
al., 2014).

In developed countries, currently bTB corresponds to about 1 to 2% of
tuberculosis cases in humans (HLAVSA et al., 2008; MUELLER et al., 2013). In
contrast, in developing nations, particularly in the poorest regions of Africa, where bTB
remains prevalent and milk pasteurization or surveillance activities for slaughter are not
extensively practiced, it is estimated that on average 10 to 20% cases of human
tuberculosis are caused by M. bovis (MUELLER et al., 2013). Studies in Mexico have
reported greater prevalences, as peak of 40% in annual rates (BOBADILLA-DEL
VALLE et al., 2015).

M. bovis infection in humans is worrisome, as its chronic clinical course is
undistinguishable from tuberculosis caused by M. tuberculosis (CARDOSO et al.,
2009). Humans acts as accidental hosts of M. bovis (BILAL et al., 2010). However, bTB
in humans is as severe as that caused by M. tuberculosis, and can even be more lethal
(RODWELL et al., 2008; MAJOOR et al., 2011).

Most laboratories in developing countries do not routinely perform
mycobacterial cultures, and only a few laboratories have conditions to identify M. bovis.
Indeed, it is believed that the number of human cases of M. bovis infections is
underestimated (BOBADILLA-DEL VALLE et al., 2015). Differentiation of mycobacterial
species responsible for pulmonary tuberculosis is often not sought. Use of
inappropriate diagnostic protocols or laboratory techniques (e.g., the use of culture
media or compounds, such as glycerol, that inhibits M. bovis), or lack of additional
testing to identify the causative agents at the species levels, contributes to
underreporting of human bTB (KANEENE et al., 2014).

Notwithstanding the great spread of tuberculosis, the emergence and the

spread of multidrug-resistant strains (MDR-TB), extensively drug-resistant (XDR-TB),
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and the totally drug-resistant lineages (TDR-TB) poses a emergent human health
threat [GALAGAN, 2014]. M. bovis is naturally resistant to pyrazinamide (KANEENE, et
al., 2014). Furthermore, all over the world there are few studies investigating the
resistance to isoniazid (INH) and rifampicin (RMP) in M. bovis strains from cattle,
wildlife reservoirs and human cases of tuberculosis (SECHI et al., 2001; FITZGERALD
etal., 2011; BOBADILLA-DEL VALLE et al., 2015).

The investigation of the genetic diversity of M. bovis isolates can improve the
understanding of structure and population dynamics of the pathogen as well as their
transmission patterns. Moreover, it contributes to the success of bTB control and
eradication programs (DUARTE et al.,, 2008). To address this questions, the
association of Spoligotyping (Spacer Oligonucleotide Typing) and MIRU-VNTR
(Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit—Variable-Number Tandem Repeat Typing)
has been used for the characterization of M. bovis in most laboratories, for being
standardized, fast and cost-effective techniques (ROMERO et al, 2006; SUPPLY et al.,
2006).

In parallel to the impact in public health, bTB has a high economic importance in
the agricultural context worldwide, because it directly affects animal productivity,
requires the compulsory slaughter of infected animals and influences international
trade of animal products (RODRIGUEZ et al., 2004; MICHEL et al., 2010).

The aims of the current study were to investigate the genotypic diversity of M.
bovis strains isolated from slaughtered bovine lymph nodes using Spoligotyping and
12-loci MIRU-VNTR. Likewise, to determine these lineages’ phenotypic profile of
resistance and MIC values to INH and RMP and evaluate possible genetic basis for

such resistance.

Materials and Methods
Sample collection

One hundred cattle lymph nodes that had gross lesions of lymphadenitis
(granulomas, caseum, lymphadenopathy) were randomly collected in different
carcasses, from different herds of the southeast region of Brazil. The collection of the
samples occurred between august of 2014 and may of 2015, during the official
veterinary postmortem examinations in the slaughter line of a slaughterhouse
inspected by the Federal Inspection Service (SIF) in the central region of Sao Paulo
state, Brazil. The bovine herds’ locations included 26 different cities of Sao Paulo state
and one of Minas Gerais state. The entire lymph nodes were collected and individually

placed in sterile stomacher bags (TwillEM™ - Labplas, Ste-Julie, Canada). The
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samples were immediately stored on ice in isothermal boxes (4 to 8°C) until their arrival
at the laboratory, and kept frozen (-20°C) until the cultivation time.

Mycobacterial cultures

To avoid contamination or biological risk, the samples were processed in a
class Il biological safety cabinet properly cleaned with 10% sodium hypochlorite and
70% alcohol, followed by exposure to ultraviolet light for 30 minutes, with the air
circulation system turned on. A 1g aliquot of each lymph node, in foci presenting
lesions, was selected for microbiological examination. Each aliquot was disposed in
sterile Petri dishes, macerated and then transferred into a screw-top centrifuge tube.

The Petroff's sodium hydroxide decontamination method (BALIAN et al., 2002)
was carried out on each sample prior to culture on Lowenstein-Jensen and Stonebrink
media. Cultures were incubated aerobically at 37°C for 90 days and examined weekly.
All colonies exhibiting phenotypes suggestive of mycobacteria were stained using the
Ziehl-Neelsen method. Acid-fast bacilli (AFB) positive colonies were confirmed to be M.

bovis by Polymerase Chain Reaction (PCR).

PCR-based species identification

Genomic DNA extraction was performed by thermolysis (MAZARS et al., 2001).
A loopful (10uL) of mycobacteria was suspended in 300uL of Tris-HCI buffer (pH 8.0) in
DNase/RNase-free microcentrifuge tubes, boiled for 10 minutes and frozen (-86°C) for
10 minutes. These boiling and freezing processes were repeated three times.

The molecular species identification of the isolates was performed by gyrB-
RFLP, according to Chimara et al. (2004). For the PCR, 1uL of the supernatant
containing the DNA, 47uL of PCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) and 10pMol of each primer MTUBf (5-TCGGACGCGTATGCGATATC-3’) and
MTUBr (5-ACATACAGTTCGGACTTGCG-3') were combined. The PCR protocol
consisted of an initial denaturation step for 10 minutes at 95°C; 35 amplification cycles,
each consisting of 1 minute at 94°C, 1 minute at 65°C and 1.5 minutes at 72°C; and a
final extension step of 10 minutes at 72°C. This reaction amplified a 1020-bp fragment
of the gyrB gene [CHIMARA et al., 2004]. Positive control with M. bovis AN5 DNA and
negative control consisting of PCR solution mixture without DNA were included in each
set of reactions. Electrophoresis on 1% agarose gel (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO,
USA) stained with GelRed™ (Biotium, Hayward, CA, USA) using a 100-bp molecular-
weight marker (DNA Express, Guarulhos, SP, Brazil) confirmed the amplification of the

fragments.
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The amplicons were further digested using the restriction enzymes Rsal, Taq|
and Sacll (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) according to the manufacturer's
instructions. The restriction digests were separated on a 2% agarose gel stained with
GelRed™ using 50- and 100-bp molecular-weight markers (DNA Express, Guarulhos,
SP, Brazil). The results were compared with the patterns described by Chimara et al.
(2004). Samples identified as M. bovis were submitted to genotyping techniques and
drug-susceptibility testing.

MIRU-VNTR typing

MIRU-VNTR genotyping was performed using the primer sets for the 12 MIRU
loci 2, 4, 10, 16, 20, 23, 24, 26, 27, 31, 39 and 40 as previously described (SUPPLY et
al., 2006). For each locus amplification, one pair of primers in one PCR reaction was
used. The PCR mixture consisted of 1L of the extracted genomic DNA, 18pL of PCR
Master Mix (2X) and 10pMol of each primer. All PCR reactions were carried out under
the following conditions: an initial denaturation step for 10 minutes at 95°C followed by
40 amplification cycles, each consisting of 1 minute at 94°C, 1 minute at 60°C and 1.5
minutes at 72°C; and a final extension step of 10 minutes at 72°C. The product of PCR
was subjected to electrophoresis on a 1.5% agarose gel stained with GelRed™, using
a 100-pb molecular weight marker.

For each locus, the amplicon size on each sample was classified in alleles
according to Supply et al. (2006). The profile of each sample was analyzed using the
latest release of the international database SITVIT WEB (DEMAY et al., 2012), to find

the corresponding MIT (MIRU International Type) number in each isolate.

Spoligotyping

Spoligotyping was carried out on the extracted genomic DNA of all M. bovis
lineages. For the PCR amplification of the DR locus, 1uL of the extracted genomic
DNA, 22uL of PCR Master Mix (2X) and 10pMol of each primer DRa (5'-
GGTTTTGGGTCTGACGA-3’, 5 biotinylated) and DRb (5-
CCGAGAGGGGACGGAAAC-3) [KAMERBEEK et al., 1997] were combined. The PCR
protocol consisted of an initial denaturation step for 3 minutes at 96°C; 20 amplification
cycles, each consisting of 1 minute at 96°C, 1 minute at 55°C and 30 seconds at 72°C;
and a final extension step of 10 minutes at 72°C.

The PCR products were hybridized with a set of 43 spacer oligonucleotides
covalently linked to an in-house-prepared spoligo-membrane, according to Molhuizen
et al., 1998. Briefly, Biodyne™ C Membrane (Pall Corporation, Port Washington, NY,
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USA) was activated with 10mL of 16% 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
(EDAC) [Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA] solution. The 43 spacer
oligonucleotides sequences, as described by Kamerbeek et al. (1997), were applied in
order on the membrane in parallel by using a 45 slots miniblotter system (Immunetics,
Boston, MA, USA). A 2 minutes incubation period, at room temperature, ensured that
the oligonucleotides bound covalently to the membrane. The membrane was further
inactivated with 100mM NaOH and washed twice in 2X saline-sodium-phosphate-
EDTA (SSPE) solution [Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA] supplemented with 0.1%
sodium dodecyl sulfate (SDS) [Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA].

For hybridization, 20uL of the PCR products were diluted in 150uL 2X SSPE-
0.1% SDS, heat denatured at 100°C for 10 minutes, and immediately cooled on ice.
The diluted samples were pipetted in the membrane using the miniblotter slots,
perpendicularly to the rows of oligonucleotides deposited previously. The miniblotter
set containing the membrane was incubated at 60°C for 60 minutes. The membrane
was washed twice in 2X SSPE-0.5% SDS at 60°C for 10 minutes each time, cooled
down, and then incubated in 2X SSPE-0.5% SDS with streptavidin-peroxidase
conjugate (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK) inside of a rolling bottle at
42°C for 45 to 60 minutes. The membrane was washed twice in 2X SSPE-0.5% SDS
pre-heated at 42°C for 10 minutes, and rinsed twice in 2X SSPE at room temperature
for 5 minutes each time.

Detection of the hybridizing DNA was done by chemiluminescence with
Amersham ECL Western Blotting Detection Kit (GE Healthcare Life Sciences, Little
Chalfont, UK) according to the manufacturer’s instructions, followed by exposure to X-
ray film (Kodak, Rochester, NY, USA) for 30 minutes. The autoradiograms were
obtained using standard X-ray film processing photochemical products (Kodak,
Rochester, NY, USA) in accordance with manufacturer’s instructions. Spoligotypes in
binary and octal formats were compared with the online database SITVIT WEB
(DEMAY et al., 2012), thus ensuring the identification of Spoligotyping International
Types (SIT) of the lineages.

Drug susceptibility testing

The drug susceptibility testing of the M. bovis strains assessed by the resazurin
microtiter assay (REMA) [PALOMINO et al., 2002]. The technique was carried out with
standardized bacterial inoculums, M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 as the
reference strain, 96-well plates (Techno Plastic Products, Trasadingen, Switzerland)

and sodic resazurin (Sigma Aldrich, Steinheim, Germany) to reveal bacterial viability
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and growth. Each test was carried out in triplicate. Minimum inhibitory concentration
(MIC) of antimicrobial agents was defined as the lowest concentration that inhibited
90% of the bacterial population in vitro growth (COLLINS and FRANZBLAU, 1997,
FRANZBLAU et al., 1998). The qualitative classification of isolates as "sensitive" or
"resistant” was based on cut-off points established by the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) of 0.1pg/mL to INH and 1.0pg/mL to RMP (CLSI, 2011).

Stock solutions at concentrations of 10mg/mL of INH and RMP (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany) were prepared in sterile distilled water and dimethyl sulfoxide
(DMSO) [Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA], respectively. Resazurin sodium salt
powder was diluted at 0.01% (w/v) in distilled water, and filter sterilized. REMA method
was performed in Middlebrook 7H9 broth (Difco, Detroit, MI, USA) supplemented with
oleic acid, albumin, dextrose and catalase (OADC) [Becton, Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA]. Antimicrobial stock solutions were diluted 1:100 (100pug/mL)
in the mentioned media (given rise to the working solutions), as well as the bacterial
inoculums, which were prepared adjusting the turbidity to the McFarland tube standard
no. 1 and then diluted 1:20 (100uL was used as an inoculum).

Serial two-fold dilutions of each drug in 100uL of Middlebrook 7H9-OADC were
prepared directly in 96-well plates with concentrations for both antibiotics ranging of
25.0 to 0.098 pg/mL. Growth controls (containing no antibiotics) and sterility controls
(without inoculum) were also included in each plate. One isolate was tested per plate.
The plates were covered, sealed with Brand™ Parafim™ M (Sigma Aldrich, Saint
Louis, MO, USA), and incubated in 5% CO- supplemented atmosphere at 37°C for 7
days. After this period, 30uL of resazurin solution was added to each well and
incubated overnight, at the same conditions. The assessment of color changes was
done by visual and quantitative fluorescence inspection of plates, using Cytation™ 3
cell imaging multi-mode microplate reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). A
color change from blue to pink indicates reduction of resazurin and therefore bacterial
growth. The MICg was defined as the lower drug concentration that prevented this

color change.

Detection of genetic mutations

In all the phenotypically resistant M. bovis lineages, the assessment of INH- and
RMP-resistance-associated possible genetic mutations was performed using the
GenoTypeMTBDRplus version 2.0 commercial kit (Hain Lifescience, Nehren Tubingen,
Germany) according to the manufacturer's instructions. The test uses a line probe

assay technology (endorsed by WHO since 2008) and it is based on a multiplex
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amplification with biotinylated primers and a reverse hybridization. The identification of
RMP resistance is enabled by the detection of the most significant associated of the
rpoB gene (coding for de B-subunit of the RNA polymerase). For the INH resistance,
the katG gene (coding for the catalase-peroxidase) and the promoter region of the inhA
gene (coding for the enoil-ACP-redutase) are examined.

Results

Among the 100 bovine lymph nodes with caseous lesions that were processed,
67 isolates compatible with Mycobacterium sp were obtained. The gyrB-RFLP analysis
revealed that all isolates obtained were M. bovis and thus, the 67 lineages underwent
the REMA, Spoligotyping and MIRU-VNTR techniques.

Genotyping data

Spoligotyping of 67 strains resulted in 16 different spoligotype patterns, of which
14 were classified as known SITs (corresponding to 63 isolates) and 2 profiles
unknown, or "orphans" (corresponding to 4 isolates), as shown in Table 1. The clade
BOV_1 predominated with 77.6% (52/67) of the isolates. The clade BOV_2 was
represented by 11.9% (8/67) of the isolates and 7.4% (5/67) of the isolates were
included in the clade BOV. Two "orphans" isolates belonged to an unregistered profile
in the online database SITVIT WEB (DEMAY et al., 2012), therefore were not classified
in clades. In BOV_1, were identified the following SIT: 481, 482, 594, 665, 691, 698,
1021, 1667, 1852, 2141 and 2 isolates without shared type. The clade BOV_2 was the
second most frequent, with the isolates belonging to SIT 683. In addition, SITs 982,
1851 and 1853 were identified in BOV family.

The MIRU-VNTR analysis using 12 classical MIRUs loci identified 31 isolates
belonging to the MIT 49, 1 isolate belonging to MIT 5, and 35 isolates considered
"orphans", or unknown MIT (Table 1). The combination of Spoligotyping and MIRU-
VNTR analysis allowed the grouping of the isolates in 12 clusters (defined as two or
more isolates having identical genotypes), grouping 68.5% of the strains (46 isolates in

total), whereas 21 isolates showed unique profiles.

Phenotypic resistance to isoniazid and rifampicin

The REMA plate method revealed 21 isolates (31% of total) with phenotypic
resistance to the tested drugs. Among these, 11 (16%) were classified as MDR-TB.
Other 8 isolates (12%) were resistant to INH and 2 (3%) were resistant to RMP. The
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MICg values and the qualitative classification of in vitro sensibility profile of the M.
bovis lineages to INH and RMP are shown in Table 2.

Detection of genetic mutations

The search for INH- and RMP-resistance-related genetic mutations using the
GenoType MTBDRplus version 2.0 did not show the presence of mutations in any of
the phenotypically resistant isolates.

Discussion

Recent data suggest that the emergence of drug resistance and the
transmissibility patterns of mycobacteria, are strongly influenced by the genetic and
evolutionary scenario of MTBC (DJELOUADJI et al.,, 2011). Understanding the
mechanisms of mycobacterial drug resistance is essential to develop faster molecular
diagnostic tools and to outline new antitubercular drugs, as well as to improve the
implementation of prevention measures against the resistance development in
mycobacteria strains (MIYATA, 2010).

Among the 67 obtained isolates of M. bovis, 21 (31.3%) showed some sort of
resistance to the tested drugs. Among these, 11 (16%) were classified as MDR-TB, 8
(12%) were resistant to INH and 2 (3%) were resistant to RMP. These data contrast
with those obtained by Fitzgerald et al. (2011) in M. bovis strains obtained from
Michigan’s wild white-tailed deer (considered as the primary tuberculosis reservoirs for
domestic cattle in Michigan) during a hunting season, which did not find drug-
resistance in the microorganisms using the proportions method and Bactec™ system.
However, in Italy, Sechi et al. (2001) reported 22.7% of multidrug resistance, as well as
22.7% of RMP-resistance, and 18.9% of INH-resistance in M. bovis strains from cattle
herds.

In Brazil, back in 1974, Correa and Correa already reported drug-resistance in 7
M. bovis strains out of 200 samples of human tuberculosis cases, 3 of them were
MDR-TB. Parreiras (2003) found no phenotypic resistance to INH and RMP in M. bovis
strains isolated from caseous lesions in cattle by qualitative assessment on solid
culture media with pre-established concentrations of antimicrobials. However, Zanini
(2002) reported 2.4% of INH-resistance in M. bovis lineages from the same type of
lesions in cattle.

In our study, the identification of mono and multidrug-resistance in M. bovis
strains isolated from cattle to first-line drugs used on human tuberculosis treatment

raises public health concerns and addresses the need for the intensification of
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epidemiological surveillance of bovine tuberculosis in national territory. It is noteworthy
that the institution of the PNCEBT in 2001 by the Brazilian Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply (MAPA) prohibited the treatment of infected cattle (BRAZIL,
2006).

The natural drug resistance in MTBC species represents a barrier to
tuberculosis treatment and control. This intrinsic resistance is attributed to the peculiar
constitution of the mycobacterial cell wall, and the active efflux pumps systems (DE
ROSSI et al., 2006; RODRIGUES et al., 2012). In parallel, studies have revealed the
existence of other systems that neutralize drugs actions, as well as the acquisition of
chromosomal mutations, which in turn provide high levels of resistance to
antimicrobials (RAMON-GARCIA et al., 2009).

Although it may be influenced by multiple factors, the Mycobacterium sp.
resistance to antimicrobials is often associated with mutations in target-encoding or
related genes (KOCH et al., 2014). In the current study, the search of drug resistance-
associated genetic mutations occurred by screening the hot spots for INH- and RMP-
resistance in the rpoB and katG genes and in the promoter region of the inhA gene,
using DNA probes for wild type sequences and for the most frequently encountered
mutations that mediate antimicrobial resistance in M. tuberculosis. None of the 21
tested strains presented mutations covered by the commercial kit MTBDRplus version
2.0.

Chromosomal mutations did not elucidate all cases of mycobacterial resistance.
In fact, approximately 20—-30% of INH-resistant Mycobacterium tuberculosis isolates do
not have mutations in any of the genes associated with INH resistance. (RODRIGUES
et al., 2012). In contrast, for RMP the occurrence of genetic mutations has been most
commonly associated with resistance, especially in the hot spot region of the rpoB
gene. However, rare cases, corresponding to 2 to 4% of the clinical isolates, do not
have these mutations (TELENTI et al., 1997). Moreover, the mechanisms for drug
resistance are only partially understood, and it is unclear whether the current
understanding of the genetic basis of antimicrobial resistance in M. tuberculosis is
sufficiently comprehensive (ZHANG et al., 2013).

Recent studies have also discovered new genes and/or intergenic regions
associated with antimicrobial resistance in clinical isolates of M. tuberculosis, and have
identified various single-nucleotide polymorphisms with consistent associations with
drug resistance in comparison with the M. tuberculosis H37Rv reference genome.
Zhang et al. (2013) reported the identification of 14 new genes strongly associated with

drug resistance by analyzing a collection of drug-sensitive, MDR- and XDR-M.
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tuberculosis strains in China. In the same study, the authors pointed out a panel of 84
genes possibly related to antimicrobial resistance, 24 of them (including 10 of 12 well-
known drug resistance—associated genes) are considered to be essential. Moreover,
the authors underscore the importance of future studies of these genes.

Data regarding the genetic bases for drug-resistance in M. bovis are still very
limited, especially the strains isolated from animals. Since bovine tuberculosis sets up
one of the biggest threat of infectious diseases in cattle globally, it is essential to
control and prevent the transmission of MDR-M. bovis to humans (SECHI et al., 2001).
Facing the emergence of multidrug resistant M. bovis, similar approaches comprising
the genome of drug-resistant M. bovis clinical strains compared to M. bovis BCG
(Calmette-Guérin bacillus) reference genome are essential, aiming to elucidate
whether there are differences in drug resistance-associated genetic mutation patterns
in M. tuberculosis and M. bovis. These potential differences could explain, at least in
part, the absence of identification of genetic mutations on drug-resistant M. bovis
lineages in our study. The surveillance of drug resistance among M. bovis lineages can
provide subsidies for the implementation of more effective therapeutic measures in
bTB, to optimize the use of public financial resources in health systems and,
consequently, to reduce the risk of transmission for humans.

The application of genotyping techniques have unraveled the clonal
populational structure of the MTBC, which comprises distinct phylogenetic lineages
characterized by differences in their geographical distributions, immunogenicities,
virulence and associations with multidrug resistant tuberculosis (ALLIX-BEGUEC et al.,
2008). Among the various genotyping methods to study the genotypic diversity of
MTBC, Spoligotyping and MIRU-VNTR recently received international approval as
robust, rapid and highly reproducible methods, capable of generating data on a
portable format between laboratories and researchers (DEMAY et al., 2012).

The MIRU-VNTR technique, with its classical 12-loci format, identified a cluster
of 31 isolates belonging to MIT 49, an isolates belonging to MIT 5, and 35 isolates
considered "orphans" or unknown MIT. These data are in accordance with the
classification described by Demay et al. (2012) on the institution of the largest currently
available international database for the study of genetic diversity and molecular
epidemiology of MTBC, the SITVIT WEB. According to this database, to date, the MITs
49 and 5 have not been reported in Brazil. The low discriminatory power of MIRU-
VNTR in M. bovis strains has been described previously (PARREIRAS, 2003; ROCHA,
2009). In the current study, MIRU-VNTR combined with Spoligotyping results has

allowed the grouping of the isolates in 12 clusters and 21 unique profiles.
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Spoligotyping and MIRU-VNTR in this study showed a high rate of clinical
isolates of M. bovis in clusters in the studied population (46/67 isolates, representing
68.5% of total). The BOV_1 was the main genotypic lineage observed, BOV_1/SIT698
and BOV_1/SIT481 genotypes, that comprised 18 (26.8%) and 17 (25.3%) isolates,
respectively, were the most prevalent, followed by BOV_2/SIT683, with 8 (11.9%)
isolates. These data are in accordance with those described by Rodriguez et al. (2004)
in the same region. The authors referred the same three genotypes in the same order
of frequency. The SIT 698 genotype is highly prevalent in Brazil (72.5%), and has been
identified in Argentina (19.4%), France (4.1%), Spain (4.1%), Mexico (3.3%), the
Netherlands (2.5%), United States (0.8%), Costa Rica (0.8%) and Belgium (0.8%)
[DEMAY et al.,, 2012]. The SIT 481 (the second most prevalent in our study) is
ubiquitous and was described in Argentina, Belgium, Brazil, France, Germany, ltaly,
Mexico, Netherlands, South Africa, Spain, Sweden, Tunisia, United Kingdom, United
States and Uruguay. France is the country where this genotype is more abundant
(29.7%), followed by Brazil (18.8%) and South Africa (14.8%) [DEMAY et al., 2012]. In
BOV_2 subfamily, the SIT 683 has a large number of records in SITVIT WEB, with a
higher prevalence in Ireland (53.5%) and the UK (24.2%). It was described as the
majority in Argentina, and also present in Paraguay and Uruguay (ZUMARRAGA et al.,
1999), whereas is uncommon in Brazil (2.2%) [DEMAY et al., 2012].

These 3 genotypic profiles were also reported in Portugal, as shared genotypes
among cattle (Bos spp.) and wild species, such as deer (Cervus elaphus) and wild
boars (Sus scrofa), indicating the possibility of interspecific transmission of tuberculosis
(DUARTE et al.,, 2008). Similar evidence has been described in Italy and Spain
(SERRAINO et al., 1999; ARANAZ et al., 2004; GORTAZAR et al., 2005). Analogous
situations may be occurring in Brazil, which still have little knowledge about
identification and importance of wild animal species as tuberculosis reservoirs in
national territory, or the role of sick cattle as a source of infection for wildlife. A greater
number of epidemiological surveillance research and M. bovis strains genotypic
characterization would bring greater knowledge and reasoning for control activities of
bTB, especially in its eradication stages (DUARTE et al., 2008).

Among the other identified profiles, it is worth mentioning the genotypes
BOV/SIT982 (1 isolate) and BOV/SIT1851 (1 isolate), not yet described in Brazil. The
SIT 982 has been identified in the Spain and France, and the SIT 1851 was described
in Argentina and the United Kingdom (DEMAY et al., 2012).

The SIT 665 genotype (1 isolate in the study) was predominantly found in
France (54.6%), and has already been identified in Brazil by Rodriguez et al. (2004).
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The SIT 1021 (2 isolates in this study) was described by the same authors in Brazil and
there are records in Mexico and France. The SIT 482 has ubiquitous distribution and
have been identified in all continents except Oceania. There is a predominance of
European records, mainly in Germany and Denmark. Brazil corresponds to 3.2% of the
records. The SITs 1852 and 1853, present in the study in 2 and 3 isolates, respectively,
have few records in SITVIT WEB, obtained in Argentina and Brazil. These countries
also reported the SIT 691, mostly in Argentina (34.3%), followed by Brazil (11.7%), as
well as the SIT 594, with 20.8% in Argentina and 16.6% in Brazil. Encompassing the
same countries, but with fewer records, there is the SIT 1667 (1 isolation in our study),
with 42.8% of the records in each of the nations (DEMAY et al., 2012). The SIT 2141 (3
isolates in our study) shows rare records in Brazil and France (RODRIGUEZ et al.,
2004; DEMAY et al., 2012).

A spoligotype without a known SIT, which included 2 isolates in the present
study (octal pattern 676773677600600), included in BOV_1 clade, presented a single
report of isolation, also in Brazil (DEMAY et al., 2012). Another "orphan” pattern (octal
pattern 636773676777600), which also comprised 2 isolates of our study, has no
records on SITVIT WEB or classification in clades. It may be a new spoligotype profile.

The genetic diversity of M. bovis lineages in cattle can probably be attributed to
the indiscriminate movement of animals between herds, which in Brazil occurs mainly
due to trade, agricultural exhibitions and auctions, which allow direct contact between
animals from different regions. Indeed, these transit activities complicates the
establishment of geographical specificity for M. bovis strains (SUAZO et al., 2002).
Nationally, bovine TB is still a major animal health problem, although it is distributed at
different rates throughout the Brazilian territory (PAES & FRANCO, 2016). According to
the latest data from the Brazilian Institute of Geography and Statistics (IBGE), Brazil
has the second largest cattle herd in the world, surpassed only by India. Nationally, the
bovine livestock sector is one of the main items of agribusiness. Furthermore, is still
promising and has growth trends. In 2014, the national total number of cattle was
212.34 million animals, an increase of 0.3% compared to that recorded in 2013
(BRAZIL, 2014). The country has more than 4.000 slaughterhouses, which together
process more than 21 million bovines for internal consumption and for export
(KANTOR et al., 2014). Thus, it is essential to provide high quality and low risk animal
products to the national and external customers, who are increasingly exigent (BRAZIL,
2006).

Since the Brazil's colonial epoch, there is cattle trade and import to Brazil,

mainly from Europe. In the 1920s and 1930s this activities were intensified. At that
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time, tuberculin tests were not used routinely or as a criterion for the purchase of new
animals. Thus, it is believed that many infected animals have entered the country
during this period (FELDMAN, 1955 apud PARREIRAS, 2003). This fact may explain
the occurrence of similar M. bovis genotypes in Brazilian and European livestock.

However, it should be noted that deletions of spacers in the DR locus, which
generate new spoligotypes, are very common. In fact, similar patterns of spoligotypes
can occur independently in unrelated lineages (genetic homoplasy), so the
Spoligotyping can be a poor indicator for establishiment of phylogenetic relationships
between strains (SCHURCH et al., 2011). In addition, the genotypic classification of M.
bovis strains has some limitations. This fact is due to the overrepresentation of M.
bovis data entries from Europe and South America (about 30 and 25%, respectively) in
the databases for analysis of genotypic diversity of MTBC. Although it limits the
interpretation of M. bovis molecular epidemiology on a global level, it reflects the
economic importance of cattle breeding in South America (Brazil and Argentina) and
Europe (BRUDEY et al., 2006).

The high incidence of M. bovis in cattle lymph nodes reinforces the importance
of the pathogen as the causal agent of lymphadenitis and tuberculosis in cattle herds in
the study area. The occurrence of isolates of M. bovis resistant to first-line drugs used
to treat human tuberculosis raises public health concerns, and reinforces the need to
intensify the activities of the National Program for Control and Eradication of
Brucellosis and Tuberculosis in Brazil. Antimicrobial resistance is a complex and
multifaceted phenomenon, particularly in species of MTBC. Comprehensive studies in
different geographical areas around the world are necessary to elucidate the basis of
drug resistance in M. bovis strains isolated from animals.

The approaches of molecular epidemiology in M. bovis lineages allow to make
inferences about its geographical origins, possible sources of infection for hosts and
the pathogen spread between humans and animals. However, there are some
limitations in interpreting global M. bovis genetic diversity, which reflects the need for
more studies, in different geographical areas, involving epidemiological surveillance

and molecular typing of M. bovis strains.
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Tables, Figures and Legends to figures (should be on separate sheets)

TABEL 1. Genotypic information of 67 M. bovis lineages obtained from slaughtered bovine lymph nodes, clustered by Spoligotyping
and 12-loci MIRU-VNTR typing. Brazil, 2014 to 2015.

Ref. binary Spoligotype43 octal Spoligotype43 SIT Clade Spg'r'gl‘j’;é'”g MIRU 12 12-MIT SS"b'ngjﬁs
4 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

6 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

14 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

24 11011111011111101111011111112111211111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

52 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

77 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

78 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49 Al
79 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

81 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 A 232324253322 49

84 11011111011111101111011112111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

85 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

88 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

97 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232324253322 49

7 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232222253321 Orphan

13 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 232224133322 Orphan (|
21 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 2 2324253 22 Orphan

22 1101111101111110111101111111111111111100000 676773677777600 481 BOV_1 202324253222  Orphan

39 1101111101111110111111111111111111111100000 676773777777600 482 BOV_1 Ungrouped 232324252322 Orphan  Ungrouped
66 1101011101011110111111111111111111111100000 656573777777600 594 BOV_1 232224233322 Orphan

67 1101011101011110111111111111111111111100000 656573777777600 594 BOV_1 B 232224233322 Orphan Bl
16 1100011101111110111111111111111111111100000 616773777777600 665 BOV_1 Ungrouped 232324252422 Orphan  Ungrouped
69 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 200324253322 5 Ungrouped
12 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324253322 49

19 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324253322 49 c1
53 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 . 232324253322 49

42 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324251322 Orphan ||
86 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232224243322 Orphan

93 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV 2 232324153322 Orphan o
96 1101101000001110111111111111111111111100000 664073777777600 683 BOV_2 232324153322  Orphan

57 1101111101011110111111111111111111111100000 676573777777600 691 BOV_1 222222263322 Orphan o

73 1101111101011110111111111111111111111100000 676573777777600 691 BOV_1 D 202222263322  Orphan

63 1101111101011110111111111111111111111100000 676573777777600 691 BOV_1 232224233222 Orphan  Ungrouped

101



5 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

26 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

45 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

48 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

50 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49 El

51 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

72 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

83 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

91 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253322 49

8 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 E 232324253222  Orphan £2

31 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253222  Orphan

29 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324243322  Orphan

59 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324243322  Orphan

64 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324243322  Orphan E3

74 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324243322  Orphan

76 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324243322  Orphan

11  1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232424253322  Orphan Ungrouped
82 1101111101111110111101111111111111110100000 676773677777200 698 BOV_1 232324253321  Orphan

15 1000011101111110111111111111111111111100000 416773777777600 982 BOV Ungrouped 232324263322  Orphan Ungrouped
28 1101111101111110111101111000000111111100000 676773674037600 1021 BOV_1 F 232324251322  Orphan Ungrouped
30 1101111101111110111101111000000111111100000 676773674037600 1021 BOV_1 332314253322  Orphan

90 1100011101111110111111111111111111110100000 616773777777200 1667 BOV_1 Ungrouped 232324253322 49 Ungrouped
18 1001101000001110111111111111111111111100000 464073777777600 1851 BOV Ungrouped 232324221222  Orphan Ungrouped
9 1101111101111110111111110000000000111100000 676773770003600 1852 BOV_1 G 232324253322 49 Ungrouped
10 1101111101111110111111110000000000111100000 676773770003600 1852 BOV_1 232324251222  Orphan

27 1101111001111110111101111000111111110100000 674773674377200 1853 BOV 232324253322 49 Ungrouped
25 1101111001111110111101111000111111110100000 674773674377200 1853 BOV H 232324253222  Orphan H1

60 1101111001111110111101111000111111110100000 674773674377200 1853 BOV 232324253222  Orphan

55 1100111101111110111101111111111111111100000 636773677777600 2141 BOV_1 232324253322 49 Ungrouped
56 1100111101111110111101111111111111111100000 636773677777600 2141 BOV_1 | 242324263322  Orphan 1

62 1100111101111110111101111111111111111100000 636773677777600 2141 BOV_1 242324263322  Orphan

20 1100111101111110111101111101111111111100000 636773676777600 Orphan J 232324253322 49 1

23 1100111101111110111101111101111111111100000 636773676777600 Orphan 232324253322 49

17 1101111101111110111101111111100000001100000 676773677600600 Orphan BOV_1 K 232324251322  Orphan K1

41 1101111101111110111101111111100000001100000 676773677600600 Orphan BOV_1 232324251322  Orphan

Ref.= reference number of the strains

SIT= Spoligotyping International Type

MIRU= Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit
MIT= MIRU International Type

102



103

TABEL 2. Qualitative classification (with respective cut-off points) and minimum inhibitory concentrations (MIC, expressed in pg/mL) for INH
and RMP sensibility testing by REMA plate method in M. bovis strains isolated from slaughtered bovine lymph nodes. Brazil, 2014 to 2015.

Classification MIC (ug/mL)
Ref (0.1pg/mL) (1.0pg/mL)

) INH RMP INH RMP
52 S S < 0,098 <0,098
53 S S <0,098 <0,098
55 S S <0,098 <0,098
56 S S <0,098 <0,098
57 S S <0,098 <0,098
59 S S <0,098 < 0,098
60 S S <0,098 <0,098
62 S S < 0,098 0,171
63 R S 0,194 < 0,098
64 S S <0,098 <0,098
66 S S < 0,098 0,117
67 R S 0,156 <0,098
69 S S <0,098 <0,098
72 S S <0,098 <0,098
73 R R 6,25 >25
74 S S < 0,098 0,164
76 S S <0,098 <0,098
77 R R >25 3,125
78 S S <0,098 <0,098
79 R R >25 3,125
82 R R >25 3,125
83 S S < 0,098 < 0,098
84 S S <0,098 <0,098
85 R S 0,120 0,099
86 S S <0,098 <0,098
88 S S <0,098 <0,098
90 S R <0,098 2,759
91 R R >25 5771
93 S S <0,098 <0,098
96 S S < 0,098 0,727
97 S S <0,098 <0,098

Classification MIC (ug/mL)
Ref (0.1pg/mL) (1.0pg/mL)

' INH RMP INH RMP
4 S S < 0,098 < 0,098
5 S S < 0,098 < 0,098
6 R S >25 0,156
7 S S < 0,098 < 0,098
8 R S 0,246 < 0,098
9 R S 0,850 < 0,098
10 R S 0,420 < 0,098
11 R S >25 <0,098
12 R R >25 3,125
13 S S < 0,098 < 0,098
14 S S < 0,098 0,185
15 S S < 0,098 0,354
16 S S < 0,098 0,413
17 R R 0,296 1,219
18 S S < 0,098 0,702
19 S S < 0,098 < 0,098
20 S S < 0,098 < 0,098
21 S S < 0,098 0,562
22 S S < 0,098 < 0,098
23 S S < 0,098 < 0,098
24 S S < 0,098 < 0,098
25 R R 0,203 1,389
26 S S < 0,098 < 0,098
27 S S < 0,098 < 0,098
28 R R >25 5,624
29 S R < 0,098 1,259
30 S S < 0,098 < 0,098
31 S S < 0,098 < 0,098
39 S S < 0,098 < 0,098
41 R R >25 3,125
42 S S < 0,098 < 0,098
45 S S < 0,098 0,141
48 S S < 0,098 0,150
50 S S < 0,098 0,419
81 S S < 0,098 < 0,098
51 R R >25 3,125

Ref.= reference number of the strains
INH= isoniazid
RMP= rifampicin

MIC= Minimal Inhibitory Concentration

S=sensible
R= resistant






