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Identificacdo de Brucella sp. isoladas no Brasil por Bruce-Ladder e estudo
da susceptibilidade de cepas de B. abortus e B. canis arifampicina

Autor: Ma. Ester Souza Lopes
Orientador: Dra. Marisa da Costa

RESUMO?

Brucella sp. sdo causadoras de brucelose, zoonose de importancia mundial,
sendo sua identificagdo muito importante para programas de controle e
erradicacdo ou para se realizar um rastreamento epidemiolégico. Em caso de
brucelose humana, o tratamento € feito com uma combinacdo de dois
antimicrobianos, sendo a rifampicina uma das possibilidades nesta associacao
e frequentemente utilizada; porém ha relatos de casos de resisténcia com este
antimicrobiano. Este estudo teve como obijetivos: (i) tipificar a colecado de cepas
de Brucella sp. pertencentes a bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia
Animal, DeMIP, ICBS, por Bruce-Ladder; (ii) testar a susceptibilidade
antimicrobiana para rifampicina pelos métodos E-test e microdiluicdo em caldo;
(iii) realizar a avaliacdo do fenotipo de super expressdao de bomba de efluxo;
(iv) investigar os eventos moleculares que levam ao desenvolvimento do
fenétipo de resisténcia através da andlise do gene rpoB; (v) detectar a
presenca do gene bepC. A PCR Bruce-Ladder confirmou a identificacdo de
todas as cepas de referéncia e de campo testadas e classificou todas as cepas
de campo, isoladas de bovinos, como B. abortus. Houve divergéncia na
Concentracgdo Inibitéria Minima de microdiluicdo em caldo e E-test em 21% das
cepas analisadas. Oito das 52 cepas testadas apresentaram susceptibilidade
reduzida para rifampicina pelo método de diluigdo em caldo. Observamos
reducdo da CIM na presenca de carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (cccp)
das cepas com susceptibilidade reduzida a rifampicina indicando uma provavel
acdo de bomba de efluxo nesta resisténcia. Encontramos duas mutagdes no
gene rpoB que ndo estdo envolvidas com o fenotipo de resisténcia. O gene
bepC foi detectado em 100% das cepas testadas (susceptiveis e resistentes a
rifampicina) indicando que nédo esta relacionado ao fenétipo de resisténcia
observado.

Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia Molecular de Procariotos e
Eucariotos, Instituto de Ciéncias Basicas da Saulde, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, RS, Brasil. (93p.) Margo, 2014.
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Identification of Brucella spp. isolated in Brazil by Bruce-Ladder and study
of susceptibility of strains of B. abortus and B. canis rifampicin

Author: Ma. Ester Souza Lopes
Advisor: Dra. Marisa da Costa

ABSTRACT?

Brucella sp. are the causative agent of brucellosis, a zoonotic disease of global
importance. Their correct identification is very important to help the control and
eradication programs, or to carry out an epidemiological tracing. In the case of
human brucellosis, treatment is done with a combination of two antimicrobials,
rifampin being one of the possibilities in this association and commonly used;
however there are case reports of resistance to this antibiotic. This study aims:
(i) typing the Brucella strains collection belonging to the Laboratory of Animal
Bacteriology, DeMIP, ICBS, by Bruce-Ladder; (ii) test its antimicrobial
susceptibility to rifampin by E-test and microdilution broth methods; (iii) evaluate
the phenotype of super expression of efflux pump; (iv) investigate the molecular
events that can lead to the development of resistance analyzing the rpoB gene;
and (v) detect the presence of the bepC gene. The Bruce-Ladder PCR
confirmed the identification of all the reference and field strains tested and
classified all strains isolated from cattle, as B. abortus. There was a divergent
result in the minimum inhibitory concentration (MIC) between the microdilution
broth test and E-test in 21% of the strains examined. Eight of 52 strains tested
showed reduced susceptibility to rifampin by the broth dilution method. It was
observed MIC reduction in the presence of carbonyl cianida m-
clorofenilhidrazona with the strains with reduced susceptibility to rifampin,
indicating a probable action of an efflux pump in this phenotype. We found two
gene mutations in the rpoB gene who aren't involved with the resistance
phenotype. The bepC gene was detected in 100% of the strains tested
(susceptible and resistant to rifampicin) indicating that is not probably related to
the phenotype of resistance observed.

2 Doctoral Thesis in Agricultural and Environmental Microbiology, Molecular Microbiology of Procariotes and
Eucaryotes, Health Basic Sciences Institute, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.
(93p.) March, 2014.
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1. INTRODUCAO

Espécies de Brucella sdo causadoras de brucelose, uma zoonose de
importdncia mundial, portanto a deteccdo desta bactéria nos animais é
essencial para prevencdo da doenca em humanos. No Brasil, existem poucos
estudos sobre a identificacdo de espécies de Brucella, sendo que a maioria dos
estudos sobre brucelose tanto animal quanto humana sao baseados em testes
serolégicos e ndo na identificacdo do agente patogénico. A dificuldade de
identificag8o, principalmente a nivel biovar, esta ligada a auséncia de um
laboratério especializado no Brasil que apligue os testes necessarios para
identificacdo de Brucella sp., pois alguns sao dificeis de executar (por exemplo,
a producdo de soros monoespecificos e cultura de fago). A identificacdo do
género nao € suficiente para programas de erradicacao ou para se realizar um
rastreamento epidemiolégico.

Em caso de brucelose humana, o tratamento é feito com uma
combinagcdo de dois antimicrobianos, sendo a rifampicina um importante
antimicrobiano utilizado, porém ha relatos de casos de resisténcia. A
resisténcia aos antimicrobianos é um problema global e emergente e estudos
com o objetivo de identificar os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
em Brucella sp, sdo escassos. Conhecer os mecanismos bioquimicos e
genéticos envolvidos na resisténcia € de grande importancia, pois possibilita o
desenvolvimento de estratégias que podem ser adotadas para evitar o

desenvolvimento de resisténcia. Além disso, a caracterizacdo dos genes

responsaveis pela resisténcia, assim como sua localizacéo e diversidade sao
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de grande importancia para o entendimento dos fatores envolvidos e para se
desenvolver uma abordagem eficaz para restaurar a susceptibilidade de cepas
resistentes as drogas.

Este estudo teve como objetivos: (i) tipificar a colecdo de cepas de
Brucella sp. da bacterioteca do Laboratorio de Bacteriologia Animal — UFRGS e
de cepas isoladas ao longo da preparacdo do doutorado, através da aplicacéo
do método Bruce-Ladder modificado; (ii) testar a susceptibilidade
antimicrobiana das cepas de B. abortus e B. canis da colecdo do DeMIP -
UFRGS, para o antimicrobiano rifampicina através das técnicas de E-test e de
microdiluicdo em caldo com o objetivo de comparar os resultados obtidos em
ambos os testes; (iii) realizar a avaliagcdo do fenotipo de super expressao de
bomba de efluxo testando a atividade de carbonil cianida m-clorofenilhidrazona
(ccep) na possibilidade de reducdo da CIM a RIF em cepas de Brucella, com
fendtipo de susceptibilidade diminuida, através do método de microdiluicdo em
caldo; (iv) investigar os eventos moleculares que podem levar ao
desenvolvimento do fendtipo rifampicina-resistente em Brucella sp. através da

analise do gene rpoB; (v) detectar a presenca do gene bepC.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Agente Etiologico:

Brucella sp. sdo os agentes causadores da brucelose, doenca que afeta
diversas espécies animais e é transmitida aos seres humanos de véarias
maneiras (Cassataro et al., 2004; Delpino et al., 2004). Sdo encontradas na
maioria dos continentes, inclusive em ecossistemas marinhos (Cloeckaert et
al., 2003; Vizcaino et al., 2004).

O género é composto por bactérias Gram-negativas na forma de
pequenos cocobacilos, que aparecem normalmente isolados ou em pares, néo
excedem o tamanho de 2um, catalase positivos e normalmente oxidase
positivos, produzem H,S, ndo produzem indol, sdo aerdbios e podem
necessitar a adicdo de CO; no cultivo in vitro (principalmente em isolamentos
primarios) (Alton et al., 1988). Embora descritos como ndo-méveis, possuem
todos os genes necessarios para montar um flagelo funcional, exceto o sistema
quimiotatico (Fretin et al., 2005). Sdo patdgenos intracelulares facultativos
(Lecardz et al., 2006).

Andlises de sequéncias genéticas do rRNA 16S posicionam as brucelas
no subgrupo alfa-2 de Proteobactérias, apresentando relagdo com patdégenos
de plantas e simbiontes tais como Rhizobium sp. e Agrobacterium sp.,

parasitas intracelulares como Bartonella sp. e Rickettsia sp. e bactérias

oportunistas e de vida livre como Ochrobactrum sp. e Rhodobacter sp. (Jumas-
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Bilak et al, 1998; Velasco et al., 2000; Gandara et al., 2001; Lépez-Gofhi &
Moriyon, 2004; Alvarez et al., 2006; Fugier et al., 2007).

Atualmente, existem 10 espécies reconhecidas de Brucella, com base
nas preferéncias de hospedeiro, diferencas fenotipicas e patogenia: B. abortus
(bovinos), B. canis (cées), B. melitensis (ovinos e caprinos), B. neotomae (ratos
do deserto), B. ovis (ovinos), B. suis (suinos, renas e lebres), B. microti
(pequenos roedores do leste europeu), B. pinnipidialis (pinipedes), B. ceti
(cetaceos) e B. inopinata (associada a infeccdo humana) (Corbel and Banai,
2005; Foster et al., 2007; Scholz et al., 2008, De et al., 2008; Scholz et al.,
2010; Tiller et al., 2010). Entre estas espécies, seis sdo patogénicas para o
homem: B. abortus, B. canis, B. inopinata, B. melitensis, B. pinnipidialis e B.
suis. (Cloeckaert et al., 2001; Sohn et al., 2003; Fugier et al., 2007; Scholz et
al., 2008).

Classicamente, isolados de Brucella sédo divididos em espécies por um
procedimento de biotipificacdo que avalia uma série de propriedades
relacionadas a fisiologia, fenétipo, fagotipificacdo e propriedades antigénicas.
Algumas espécies sao divididas em biovares ou biotipos por aproximadamente
25 caracteristicas fenotipicas, em que B. abortus tem sido dividida em sete
biovares, B. melitensis em trés e B. suis em cinco (Alton et al., 1988; Bricker,
2002; Corbel and Banai, 2005). As outras espécies ndao possuem biovares. Tais
analises estdo sujeitas a diferentes interpretacdes, expdem o laboratorista a
risco de contaminacdo e, por isso, devem ser executadas por técnicos

qualificados (Garcia-Yoldi et al., 2006).

2.2. Brucelose Humana:
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2.2.1. Epidemiologia e distribuicdo geografica:

A distribuicéo geografica da brucelose sofre constantes alteracdes, com
focos emergentes ou re-emergentes ao longo dos anos devido a diversas
razBes sanitarias, socioeconbémicas e politicas, em conjunto com aumento de
viagens internacionais (Pappas et al., 2006a). A doenca ocorre em todo o
mundo, exceto nos paises onde a brucelose bovina foi erradicada, ou seja, ha
auséncia de quaisquer casos relatados pelo menos nos Ultimos cinco anos
(Seleem et al., 2010).

Cada espécie tem caracteristicas epidemiologicas diferentes. Brucella
abortus é a forma mais difundida, presente no rebanho bovino. Em humanos,
B. melitensis € a mais importante clinicamente, porém a presenca desta
espécie nunca foi encontrada no Brasil, sendo a brucelose causada por B.
abortus a mais comum. Portanto esta zoonose esta ligada principalmente as
atividades profissionais que lidam com bovinos (Santos Neto et al., 1999;
Ferreira et al., 2002; Dragosavac et al., 2007; Mello et al., 2007; Ramos et al.
2008; Brasil, 2010).

Embora na maioria dos paises, a brucelose humana seja uma doenca de
notificacdo obrigatoria, imagina-se que 0s numeros relatados e oficiais
constituem apenas uma fracédo verdadeira da incidéncia da doenca. Isso devido
ao diagnaostico equivocado, a subnotificacdo, a falta de instalacdes laboratoriais
adequadas; bem como pela pouca cooperacdo e troca de informacdes entre
profissionais e servicos de saude publica; sendo que a taxa estimada varia

amplamente, de menos de um a mais de 160 por 100.000 habitantes (Taleski et
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al., 2002; Nimri, 2003; Afifi et al., 2005; Pappas et al., 2006a; Mantur et al.,
2007).

No Brasil ndo é obrigatéria a notificacdo de casos isolados de brucelose
humana. Se ocorrer em surtos, a doenca deve ser notificada e realizada
investigacdo epidemioldgica para adocao das medidas de controle e prevencao
necessérias (Brasil, 2010).

A brucelose é uma doenca de risco ocupacional para fazendeiros,
veterinarios, trabalhadores de abatedouros, laboratoristas e outros que
trabalham com animais e/ou que consomem seus produtos ndo processados
ou maturados. Portanto a prevaléncia de brucelose em humanos depende de
vérios fatores como habitos alimentares, métodos de processamento de leite e

derivados, praticas de manejo e higiene do ambiente (Alton & Forsyth, 1996;

Pappas et al., 2006a; Gwida et al., 2010; D’Anastasio et al., 2011).

2.2.2. Transmissao:

Espécies de Brucella podem sobreviver por longos periodos em poeira,
esterco, agua, chorume, fetos abortados, solo, carnes e produtos lacteos. A
dose infecciosa € muito baixa, sendo 10 a 100 micro-organismos suficientes
para causar uma infeccéo debilitante em humanos por varias semanas (Pappas
et al., 2006b). A brucelose humana € transmitida por inalagcdo, contato com as
secrecbes do animal infectado, consumo de produtos lacteos néo
pasteurizados e produtos carneos ndo maturados e mal cozidos,

estabelecendo-se via cutanea, respiratoria ou pela rota gastrointestinal (Alton &
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Forsyth, 1996; Pappas et al., 2006a; Gwida et al., 2010; D’Anastasio et al.,
2011).

A transmissdo sexual da brucelose em humanos tem sido relatada
(Lindberg & Larsson, 1991; Ruben et al., 1991; Thalhammer et al., 1998; Kato
et al.,, 2007; Meltzer et al., 2010). O fato de ocorrerem poucos relatos de
transmissao sexual em humanos, apesar da alta incidéncia de envolvimento
genital na infeccdo nos outros animais tem levantado a suspeita de que héa
subnotificacdo (Meltzer et al., 2010). Em areas de alta endemicidade, casos em
familias sdo comuns e a taxa de casos secundéarios entre familiares de
pacientes pode chegar a 50% (Gotuzzo et al., 1987). No entanto, devido a
exposicdo continua a alimentos contaminados e do periodo de incubacéo
altamente variavel da brucelose, é impossivel distinguir transmissdo sexual em
areas endémicas. Maes que estdo amamentando também podem transmitir a
infeccdo para seus filhos através do aleitamento materno (Carrera et al., 2006;
Kato et al., 2007).

A brucelose continua a ser a infeccao bacteriana associada a laboratorio
mais frequentemente relatada (Yagupsky et al., 2000; Robichaud et al., 2004).
Nos Estados Unidos, a infec¢@o por Brucella € uma das mais comuns infec¢bes
de laboratério, representando 24% das infec¢cbes bacterianas e 11% das
mortes devido a infeccédo de laboratorio. Os aerossois sao a principal fonte de
transmissdo, mas a bactéria também pode ser transmitida através de contato
direto. No entanto, em muitos casos, ndo foi possivel determinar com precisao
0 mecanismo de transmisséao (Singh, 2009).

Como a brucelose € uma zoonose derivada do contato direto ou indireto

com animais infectados, a incidéncia em humanos varia de acordo com a
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densidade do rebanho bovino, o nivel sécio econbmico e o0s habitos
alimentares. A sua distribuicdo acompanha a criacdo e o comeércio de gado.
Portanto, a prevencao da brucelose no homem depende, sobretudo do controle
ou erradicacdo da doenca nos animais. Outras medidas importantes sdo 0s
cuidados de higiene, para limitar os riscos de exposi¢cédo de algumas atividades
ocupacionais e a pasteurizacdo ou fervura dos produtos lacteos e outros
alimentos de risco (Cook et al.,, 2002; Lawinsky et al., 2010; Seleem et al.,

2010).

2.2.3. Manifestacdes clinicas:

Embora a brucelose raramente seja fatal em seres humanos, pode ser
severamente debilitante e incapacitante, e por ser uma doenca febril pode ser
confundida com outras doencas, tanto infecciosas como nao infecciosas,
incluindo febre entérica, malaria, febre reumética, tuberculose, colecistite,
tromboflebite, infeccdo fungica, doenca auto-imune e tumores (Roushan et al.,
2004; Pappas et al., 2005; Mantur et al., 2007). Em humanos, as manifestacdes
clinicas da brucelose sao responsaveis por incapacidade parcial ou total para o
trabalho. Trata-se de doenca de carater predominantemente ocupacional,
citada na lista de doencas relacionadas ao trabalho, na Portaria n® 1.339/1999
do Ministério da Saude (Brucelose A23) e responsavel por incapacidade para o
trabalho ou diminui¢cdo do rendimento (Lawinsky et al., 2010).

A brucelose humana tem um amplo espectro de manifestacfes, sendo
gue suas caracteristicas clinicas dependem da fase da doenca e dos 6rgaos e

sistemas envolvidos. A infeccdo pode comprometer o sistema nervoso central e
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periférico, gastrointestinal, hepatobiliar, geniturinario, musculo-esquelético,
cardiovascular e sistemas tegumentares (Acha & Szyfres, 2003; Sohn et al.,
2003; Franco et al., 2007). A versatilidade do quadro clinico muitas vezes
resulta no diagndéstico errado ou atrasos de diagndstico, 0 que pode aumentar
as taxas de mortalidade e de complicacfes (Dahouk et al., 2007).

O periodo de incubacdo da brucelose normalmente é de 1-3 semanas,
mas pode ser de varios meses antes de mostrar sinais de infeccdo. A espécie
B. melitensis esta associada com infeccdo aguda enquanto que as infeccfes
com outras espécies sdo geralmente subagudas e prolongadas (Mantur et al.,
2007). Sintomas mais comuns da brucelose incluem febre ondulante em que a
temperatura pode variar desde 37,8C° na parte da manha a 40,8C° na parte da
tarde, sudorese noturna com odor peculiar, calafrios, fraqueza, insbnia, mal-
estar, anorexia, artralgia, cefaleia, constipacdo, impoténcia sexual, nervosismo
e depressao (Acha & Szyfres, 2003).

Abortos espontaneos, principalmente nos primeiro e segundo trimestres
de gravidez, sdo vistos em mulheres gravidas infectadas com Brucella (Khan et
al., 2001). Apesar de complicacdo rara, a endocardite por Brucella (<2% dos
casos) € mais comumente associada com a infeccdo por B. melitensis e € 0
caso mais complicado e grave, sendo responsavel por pelo menos 80% das
mortes devido a brucelose (Reguera et al., 2003).

A falta de uma terapia apropriada durante a fase aguda pode resultar na
localizac&o de brucelas em varios tecidos e 6rgaos e levar a doenca subaguda
ou crbnica, que € mais dificil de tratar (Young, 1995). A doenca tende a tornar-

se crbnica e persistente, tornando-se uma doenca granulomatosa capaz de
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afetar qualquer o6rgao (Smits et al., 2003; Roushan et al., 2004; Pappas et al.,
2005).

Apesar de diagnostico precoce e tratamento, cerca de 10 a 30% dos
pacientes desenvolvem doencga cronica, caracterizada por apresentacdes
clinicas atipicas, sindrome de fadiga cronica e recaidas (Pappas et al., 2005;

Skendros et al., 2006).

2.2.4. Diagndstico:

Testes soroldgicos sao frequentemente usados como métodos de
diagndstico rapido para a deteccao da resposta imunitaria de brucelose, devido
a sua simplicidade de execucao e interpretacdo (Mediavilla et al., 2003). No
Brasil, 0 método laboratorial utilizado na rede do Sistema Unico de Saude
(SUS) é o teste sorolégico por reacdo de aglutinagdo rapida com antigenos de
B. abortus, conhecido como Rosa Bengala (Santana-Porto et al., 2008; Brasil,
2010).

O isolamento da bactéria € o método mais especifico, e embora seja
mais complexo na realizacdo por ser demorado e exigir recursos laboratoriais
nem sempre disponiveis. E considerado o “padrdo ouro”, sendo muito
importante na confirmacao de uma suspeita clinica, no estudo da epidemiologia
da doenca e também como confirmacgéo dos resultados encontrados nos testes
sorologicos. Isso porque sao observadas reacbes cruzadas com outras
bactérias Gram negativas, sendo Yersinia enterocolitica a mais frequentemente

envolvida (Mediavilla et al., 2003, Bounaadja et al., 2009).



A confirmacéo diagnostica se faz através da cultura de sangue, medula
0ssea, tecidos ou secre¢des do paciente, sendo normalmente a hemocultura o
método de escolha, porém € frequentemente dificultado pela baixa
sensibilidade e atraso no crescimento em funcdo da baixa concentracdo de
bactérias normalmente encontradas em pacientes com bacteremia por Brucella
sp. (Mediavilla et al., 2003; McCabe apud Mantur et al., 2008; Brasil, 2010).
Além disso, os resultados ndo estao disponiveis imediatamente, pois o tempo
minimo para isolamento e identificacdo da bactéria € de 8 dias considerando
um crescimento 6timo de 48 horas, mas periodos de até 30 dias podem ser
necessarios, considerando o uso de metodologia de identificacdo classica
(fisiologia, bioquimica, sorologia). Além de ser um processo lento, a
bacteriologia também requer técnicos experientes, pois esta associada ao risco
de infeccdes adquiridas em laboratorio, exigindo pessoas bem treinadas e
instalacdes adequadas para o trabalho com esses micro-organismos (Alton et
al., 1988; Bricker, 2002; Navarro et al., 2004).

No Brasil, o Ministério da Saude preconiza como critérios para o
diagnostico de brucelose humana: sorologia positiva e, pelo menos, dois
sintomas/sinais do quadro clinico e historia epidemiologica compativel (Brasil,

2010).

2.2.5. Tratamento:

O éxito no tratamento de qualquer doenca infecciosa baseia-se,

principalmente, em diagndstico precoce e preciso, porém a auséncia de sinais

ou sintomas especificos torna dificil o diagndéstico clinico da brucelose (Solera,
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2010). A terapia antimicrobiana é util para encurtar o curso natural da doenca,
reduzindo a incidéncia de complicacbes e prevencdo de recidivas.
Antimicrobianos adequados devem ter alta atividade in vitro e boa penetracao
intracelular (Solera et al., 1997), pois o ambiente acido do vacuolo contendo
Brucella serve como um neutralizador de antimicrobianos. Assim, o0s
antimicrobianos com reconhecida atividade in vitro contra Brucella sp., podem
mostrar uma atividade intracelular atenuada in vivo, necessitando de
administracdo combinada e prolongada (Kdhler et al., 2002).

De acordo com a OMS, o tratamento da brucelose pode ser feito com as
tetraciclinas (principalmente doxiciclina e minociclina), os aminoglicosideos, a
rifampicina, o cotrimoxazol, as quinolonas e as cefalosporinas de terceira
geragdo. A escolha da associagdo entre antimicrobianos vai depender das
particularidades do paciente, como idade, gravidez e gravidade do estado
clinico (Solera, 2010; WHO, 2014).

No Brasil, o tratamento da brucelose é feito com uma combinacdo de
dois antimicrobianos, sendo a droga de escolha a doxiciclina (200mg/dia), em
combinacdo com a rifampicina (600 a 900mg/dia), durante 6 semanas. Nao é
recomendado o uso de doxiciclina em menores de 7 anos. Sulfametoxazol e

trimetoprim podem ser associados a gentamicina, nesses casos (Brasil, 2010).

2.25.1. Rifampicina:

A rifampicina € um potente antimicrobiano no tratamento de infeccbes

por Brucella e é amplamente aceito na terapia de primeira linha; € o Unico

antimicrobiano com atividade aumentada em condicbes ambientais &cidas,
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além de ter uma boa penetracao intracelular e sinergismo evidente em terapias
combinadas (Colmenero et al., 1994; Gur et al., 1999; Yumuk & Dundar, 2005;
WHO, 2006;).

Apesar dos isolados de Brucella serem geralmente considerados
sensiveis aos antimicrobianos recomendados pela Organizacdo Mundial da
Salde, casos esporadicos de resisténcia a antimicrobianos, incluindo
rifampicina, tém sido relatados, sendo desvantagem o rapido aparecimento de
cepas resistentes com seu uso (Baykam et al., 2004; Lopez-Merino et al., 2004;
Kilic et al., 2008; Valdezate et al., 2010; Magalhdes Neto et al., 2013- artigo

submetido).

2.3. Resisténcia:

2.3.1. Testes de susceptibilidade antimicrobiana:

Testes de susceptibilidade antimicrobiana para Brucella sp. ndo sao
geralmente recomendados para rotina de laboratorios de microbiologia pela
baixa frequéncia de resisténcia relatada para cada espécie, exceto em risco de
vida, tais como endocardite e meningite brucélica, no caso de falha no
tratamento e recidivas (King, 2001; Dizbay et al., 2007). Outro problema é a
falta de padronizacdo para estes testes. O “Clinical and Laboratory Standards
Institute” langou os primeiros padrdes interpretativos da CIM para Brucella sp.
em janeiro 2006, poréem nao estabelece parametros para rifampicina (CLSI,
2006). A eficacia in vitro de antimicrobianos contra Brucella sp. tem sido

verificada geralmente com base na determinacdo de valores de CIM por
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meétodos de microdiluicdo em caldo, diluicdo em agar e E-test (Gir et al., 1999;
Kdse et al., 2005; Turkmani et al., 2006). No DeMIP, em trabalho anterior, as
cepas da bacterioteca foram testadas pelo método E-test frente a maioria dos
antimicrobianos geralmente utilizados no tratamento e foram observadas
algumas cepas com resisténcia plena ou intermediaria para alguns
antimicrobianos preconizados para o tratamento da brucelose. Entre estes
antimicrobianos a rifampicina apresentou, surpreendentemente, diminuicdo de
susceptibilidade (Magalhdes Neto et al., 2013- artigo submetido)

Como casos esporadicos de resisténcia a antimicrobianos tém sido
relatados, Marianelli et al. (2007) sugerem uma avaliagcdo peridédica de
susceptibilidade de cepas aos antimicrobianos utilizados com mais frequéncia
no tratamento, para uma deteccdo precoce de qualquer resisténcia a drogas,
especialmente nas areas de endemicidade (L6pez-Merino et al., 2004; Kilic et

al., 2008).

2.3.2. GenerpoB:

O alvo da RIF em procariotos € a subunidade B da RNA polimerase
DNA-dependente (RNAP) codificada pelo o gene rpoB e sua atividade
bactericida deriva da sua alta afinidade em se ligar e inibir a RNAP bacteriana
(Jin & Gross 1988, 1989; Levin & Hatfull, 1993).

O gene rpoB é um alvo para rifampicina, lipiarmicina, estreptolidigina e
microcina J25 (Telenti et al., 1993; Yang & Price, 1995; Bellomio et al., 2007,
Kurabachew et al., 2008). Mutacdes distintas envolvendo regides conservadas

foram identificadas em diferentes espécies bacterianas que apresentaram
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algum grau de resisténcia a rifampicina incluindo estudos com Brucella
sp.(Telenti et al., 1993; Herrera et al., 2003; Marianelli et al., 2004, 2006 e

2007) .

2.3.3. Gene bepC:

Outro gene que demonstrou estar envolvido na resisténcia de Brucella €
o gene bepC (homodlogo da proteina tolC) responsavel pelo efluxo de varios
antimicrobianos (Martin et al., 2009). Posadas et al. (2007) investigaram o
papel do gene bepC, o Unico membro da familia TolC identificado no genoma
de B. suis. Estes autores demonstraram que mutantes deficientes de bepC
demonstraram capacidade reduzida de expulsar compostos toxicos e
relativamente hidrofébicos, influenciando a sobrevivéncia de B. suis no interior
do hospedeiro. A presenca do gene bepC resultou numa reducéo consideravel
da susceptibilidade para compostos hidrofébicos, tais como ampicilina,
eritromicina, rifampicina, rodamina 6G e brometo de etidio, e pode contribuir
também para a resisténcia aos compostos naturalmente presentes no
hospedeiro mamifero, tais como sais biliares e esteroides (Posadas et al.,

2007).

2.4. ldentificacdo molecular de Brucella sp.:

O género pode ser identificado pela sequéncia de rRNA 16S e por PCR

género especifica para o gene BCSP31, e as espécies podem ser distinguidas

pelo método de PCR multiplex Bruce-Ladder (Costa et al., 1996; Gee et al.,
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2004; Garcia-Yold et al., 2006; Lépez-Goii et al., 2011). Até o momento, das
espécies que sdo subdivididas em biovares, somente os biovares de B. suis
podem ser diferenciados por método molecular; os biovares das outras
espécies sO podem, ainda, ser diferenciadas por uma série de testes
microbiolégicos tradicionais, sorologia, fagotipagem e caracteristicas

fenotipicas (Alton et al., 1988; Lopez-Goiii et al. 2011).

2.4.1. PCR Mutliplex Bruce- Ladder:

Garcia-Yoldi et al. (2006), desenvolveram um ensaio de PCR multiplex
denominado Bruce-Ladder capaz de diferenciar a maioria das espécies de
Brucella e as cepas vacinais no mesmo teste. Estes pesquisadores projetaram
8 pares de oligonucleotideos iniciadores, utilizando as seguintes diferencas
genéticas, espécies ou cepas-especificas: (a) delecdo de um fragmento de
DNA de 25kb que leva a perda do gene omp31 nas cepas de referéncia de
todos os biovares de B. abortus; (b) uma dele¢do de 15kb compreendendo os
genes omp25b e wboA-wboB em B. ovis; (c) uma ruptura do gene whoA pelo
elemento 1S711 na cepa vacinal de B. abortus RB51; (d) uma dele¢éo de 702pb
no operon ery na cepa vacinal de B. abortus S19; (e) um mutacao especifica no
gene rpsL da cepa vacinal B. melitensis Revl que a diferencia das outras
cepas de referéncia de B. melitensis; (f) uma delec&o de 976pb no cromossomo
| especifica para B. canis; (g) uma delecdo de 2,2kb no cromossomo Il
especifica para B. neotomae; (h) um fragmento de 2,6kb presente em B. suis,
mas ausente em B. abortus ou B. melitensis, e (I) um IS711 a jusante do

elemento do gene bp26 em Brucella sp. isoladas a partir de mamiferos

16



marinhos. Este ensaio ndo diferenciou as duas espécies marinhas B. ceti de B.
pinnipidialis e também ndo se mostrou eficiente na diferenciacdo de B. microti e
B. inopinata, descritas posteriormente.

Este ensaio foi avaliado por Lopez-Goiii et al. (2008) em sete diferentes
laboratorios europeus, sendo que algumas cepas de B. canis apresentaram o
mesmo perfil de B. suis. A tipificacdo bacteriologica confirmou a classificacdo
destas cepas como B. canis, identificando uma limitacdo da metodologia.
Modificacdes deste ensaio foram feitas também por Mayer-Scholl et al. (2010)
com o objetivo de diferenciar as novas espécies descritas, B. microti e B.
inopinata, através da introducdo de um par de oligonucleotideo iniciador
descrito para B. microti por Scholz et al. (2008). Este ensaio mostrou-se
eficiente na identificacdo e distincdo de B. microti e B. inopinata. Porém, o
problema de diferenciacdo entre B. suis e B. canis ainda persistia. Lopez-Gofi
et al. (2011) desenvolveram o ensaio de PCR multiplex denominado Suis-
Ladder capaz de diferenciar todos os biovares de B. suis e propuseram
modificacdes no Bruce-Ladder de forma que este ensaio distinga todas as

espécies de Brucella sp.
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3. ARTIGO 1

Utilizacdo de Bruce-Ladder modificado para identificacdo de Brucella sp.

Autores: Lopes, E.S. !, Machado, V.*, Simdes, C.T. !, Costa, M. *

Instituicéo: ! UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Rua Sarmento Leite, 500 /

lab. 165. 90050-170 Porto Alegre — RS, Brasil)

Resumo

Brucella sp. sdo os agentes causadores da brucelose, uma doenca infecciosa que afeta
diversas espécies animais e pode ser transmitida para humanos por contato direto com
amimais infectados ou indiretamente por contaminacdo de produtos carneos e lacteos, e
manuseio em laboratoério. Sendo uma zoonose, a deteccao da brucela nos animais é essencial
para a prevencdo da doenca em humanos. A simples identificacéo do género bacteriano néo é
suficiente para programas de erradicacdo de brucelose, que incluem regulamentos que
estipulam uma resposta espécie especifica, ou para se realizar um rastreamento
epidemiolégico, sendo que a identificacdo da espécie ou biovar envolvido € muito importante.
Diferentes técnicas de biologia molecular tém sido propostas e testadas com o objetivo de
identificar todas as espécies do género em um Unico teste rapido, seguro, reprodutivel e
robusto. Este estudo teve como objetivo tipificar a colecdo de cepas de Brucella sp. da
bacterioteca do laborat6rio de Bacteriologia Animal — UFRGS, através da aplicacdo do método
Bruce-ladder modificado. O experimento foi realizado com 47 cepas ja identificadas ao nivel de
espécie (28 de B. abortus, sete de B. canis, quatro de B. melitensis, duas de B. ovis e seis de
B. suis — controles positivos) e 36 cepas identificadas como Brucella sp. A PCR Bruce-ladder

identificou todas as cepas de Brucella sp. como B. abortus. J4 nas cepas controle houve
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divergéncia nos resultados, pois o Bruce-ladder convencional identificou 4 cepas de B. canis
como B. suis. O Bruce-ladder modificado demonstrou ser um procedimento confiavel capaz de

diferenciar todas as espécies de Brucella.

Introducéo

Atualmente, existem 10 espécies reconhecidas de Brucella, com base nas preferéncias
de hospedeiro, diferencas fenotipicas e patogenia: B. abortus (bovinos), B. canis (caes), B.
melitensis (ovinos e caprinos), B. neotomae (ratos do deserto), B. ovis (ovinos), B. suis (suinos,
renas e lebres), B. microti (pequenos roedores do leste europeu), B. pinnipidialis (pinipedes),
B. ceti (cetaceos) e B. inopinata (associada a infeccdo humana) reconhecida como o mais novo
membro do género (Corbel & Banai, 2005; Foster et al., 2007; Scholz et al., 2008a, De et al.,
2008; Scholz et al., 2010; Tiller et al., 2010). Entre estas, seis sdo patogénicas para o homem:
B. melitensis, B. inopinata, B. suis, B. canis, B. pinnipidialis e B. abortus. (Cloeckaert et al.,
2001; Sohn et al., 2003; Fugier et al., 2007; Scholz et al., 2008a).

Classicamente, isolados de Brucella sdo divididos em espécies por um procedimento
de biotipificagcdo que avalia uma série de propriedades relacionadas a fisiologia, fenétipo,
fagotipificagdo e propriedades antigénicas. Algumas espécies sao divididas em biovares ou
biotipos por aproximadamente 25 caracteristicas fenotipicas, em que B. abortus tem sido
dividida em sete biovares, B. melitensis em trés e B. suis em cinco (Alton et al., 1988, Bricker,
2002; Corbel & Banai, 2005). Tais andlises estéo sujeitas a diferentes interpretacfes e devem
ser executadas por técnicos qualificados devido ao risco de contaminagdo (Garcia-Yoldi et al.,
2006).

Os genomas dos membros de Brucella sdo muito semelhantes em tamanho e posicéo
dos genes (DelVecchio et al., 2002). Cada espécie dentro do género tem um tamanho médio de
genoma de aproximadamente 3,29 MB e consiste de dois cromossomos circulares:
cromossomo | com tamanho aproximado de 2,11 MB, e cromossomo |l de 1,18 MB. O contetido
de G+C é de 57,2% para o cromossomo | e 57,3% para o cromossomo Il (Paulsen et al., 2002;
Halling et al., 2005). As espécies de Brucella séo intimamente relacionadas entre si (género

monofilético), exibindo 98-99% de semelhanca na maioria das sequéncias codificadas o que
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dificulta sua diferenciacdo molecular, porém a medida que os estudos dos genomas completos
deste género sdo estudados algumas variacfes tém sido observadas (Fox et al., 1998; Kim et
al., 2000; Delpino et al., 2004; Halling et al., 2005; Whatmore et al., 2007, Whatmore, 2009).

Algumas grandes delecdes e rearranjos tém sido relatados dentro de uma espécie ou
biovar, porém as maiores diferencas genéticas consistem de polimorfismo de um dnico
nucleotideo (Bricker et al., 2000; Cloeckaert et al., 2000; Jumas-Bilak et al., 1998b; Moreno et
al., 2002, Foster et al., 2009;). Sao raras as regides de grande variabilidade entre espécies e
biovares (Bricker, 2002). Estudo de Marianelli et al. (2007), utilizando MLVA como método de
tipificacdo, mostram que Brucella sp., apesar da alta homogeneidade genética dentro do
género, sdo altamente polimérficos em nivel de minissatélite e microssatélites.

A pouca variacdo genética deve-se, provavelmente, a Brucella ser um género
evolutivamente recente, assim como também n&o h& evidéncias de transferéncia génica
transversal entre as espécies, embora algumas ilhas gendmicas coerentes com transferéncia
horizontal de outras bactérias tenham sido observadas (Paulsen et al., 2002; Ratushna et al.,
2006). Alguns estudos indicam ocorréncia esparsa de mutagdo e eventos raros de
recombinacdo e sugerem uma estrutura populacional primaria clonal para o género (Paulsen et
al., 2002; Halling et al., 2005; Whatmore et al., 2007. Foster et al., 2008).

Garcia-Yoldi et al. (2006), desenvolveram um ensaio de PCR multiplex denominado
Bruce-ladder capaz de diferenciar a maioria das espécies de Brucella e as cepas vacinais no
mesmo teste. Este ensaio nédo diferenciou as duas espécies marinhas B. ceti de B. pinnipidialis
e também nado se mostrou eficiente na diferenciacdo de B. microti e B. inopinata, descritas
posteriormente. O ensaio de PCR multiplex Bruce-ladder foi avaliado por Lopez-Gofii et al.
(2008) em sete diferentes laboratdrios europeus, sendo que algumas cepas de B. canis
apresentaram o mesmo perfil de B. suis. A tipificacdo bacteriolégica confirmou a classificacéo
destas cepas como B. canis, identificando uma limitagcdo da metodologia.

Modificagcbes do ensaio de PCR Bruce-ladder foram feitas por Mayer-Scholl et al.
(2010) com o objetivo de diferenciar as novas espécies descritas, B. microti e B. inopinata,
através da introducdo de um par de oligonucleotideo iniciador descrito para B. microti por

Scholz et al. (2008a). Este ensaio distinguiu B. ceti de B. pinnipidialis e se mostrou eficiente na
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identificacdo de B. microti e B. inopinata. Porém, o problema de diferenciacédo entre B. suis e B.
canis ainda persistia.

Lopez-Goifii et al. (2011) desenvolveram o ensaio de PCR multiplex denominado Suis-
Ladder capaz de diferenciar todos os biovares de B. suis. Apos identificar o par de
oligonucleotideos diferenciais para B. suis e B. canis, realizaram um segundo ensaio, onde
modificacdes no Bruce-ladder foram propostas. Esta metodologia distinguiu B. canis de B. suis

em todas as cepas testadas.

Objetivo

Este estudo teve como objetivo tipificar a colecdo de cepas de Brucella sp. da
bacterioteca do laboratério de Bacteriologia Animal — UFRGS, através da aplicacdo do método

Bruce-ladder modificado.

Materiais e métodos

O experimento foi realizado com 47 cepas ja identificadas ao nivel de espécie, sendo
28 pertencentes a B. abortus, sete a B. canis, quatro a B. melitensis, duas a B. ovis e seis a B.
suis utilizadas como controle positivo e 36 cepas identificadas apenas como Brucella sp.

O DNA gendmico foi extraido a partir de culturas puras através de lise por calor das
culturas bacterianas, conforme Scholz et al. (2008b).

Para confirmacdo de género, foram realizadas reacao de PCR conforme Costa et al.
(1996), utilizando os oligonucleotideos iniciadores Bruc887 e Bruc1457.

Para tipificacdo ao nivel de espécie, primeiramente foi realizado PCR multiplex Bruce-
ladder convencional conforme descrito por Garcia-Yoldi et al. (2006). Em seguida foi realizado
Bruce-ladder modificado a fim de testar as modificacdes sugeridas por Lopez-Gofii et al.

(2011).

Resultados e discusséao
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A PCR Bruce-ladder modificada (Lopez-Goiii et al., 2011) identificou as 36 cepas de
Brucella sp. como B. abortus (fragmentos de 1.682pb, 774pb, 587pb, 450pb e 152pb).
Nenhuma das 36 cepas apresentou o perfil esperado para as cepas vacinais B19 e RB51
indicando que ndo se trata de infeccdo adquirida apés vacinacdo do rebanho. O ensaio
também confirmou a identificacdo bioquimica de todas as cepas controle de B. abortus
(fragmentos de 1.682pb, 774pb, 587pb, 450pb e 152pb) e B. abortus B19 (fragmentos de
1.682pb, 774pb, 450pb e 152pb), B. melitensis (fragmentos de 1.682pb, 1.071pb, 774pb,
587pb, 450pb e 152pb), B. ovis (fragmentos de 1.071pb, 774pb, 587pb, 450pb e 152pb) e B.
suis (fragmentos de 1.682pb, 1.071pb, 744pb, 587pb, 450pb, 272pb e 152pb). Houve
divergéncia nos resultados para as cepas de B. canis, pois o Bruce-ladder convencional
identificou incorretamente quatro das sete cepas de B. canis como B. suis, enquanto o Bruce-
ladder modificado identificou todas as sete cepas como B. canis (fragmentos de 1.682pb,
1.071pb, 587pb, 450pb, 272pb e 152pb).

A Unica dificuldade encontrada na realizagdo desta metodologia foi com relagdo ao
fragmento de 1.071pb. O mesmo nem sempre apareceu nas reacfes de PCR multiplex,
necessitando, por vezes, de um controle individual para ter certeza de sua presenca. Algumas
modificacdes foram testadas, como concentragcdo de oligonucleotideos iniciadores e diferentes
temperaturas de anelamento, porém o problema persistiu e ndo foi possivel visualizar o
fragmento em todas as reacdes de PCR.

Este estudo confirma os resultados obtidos por Lépez-Goiii et al. (2008) na limitagédo
encontrada para identificacdo de cepas de B. canis pelo Bruce-ladder convencional (Garcia-
Yoldi et al., 2006) e corrobora o sucesso obtido na identificacdo de B. canis através das
modificacdes propostas por Lopez-Goii et al. (2011). Baek et al. (2012) também obtiveram
sucesso na identificacdo de 16 isolados como B. canis através do Bruce-ladder modificado.

Os resultados demonstram a importancia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados
no estudo, pois apresentam alta especifidade para espécies de Brucella, permitindo a correta
identificacdo ao nivel de espécie de cepas de campo, permitindo também a diferenciacdo entre
as cepas de campo e as cepas vacinais. Este ensaio representa um grande avanco na

identificacdo de Brucella sp., por se tratar de um ensaio eficaz, de menor custo, mais seguro
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para os laboratoristas e ainda permite a identificacdo do patégeno com mais rapidez resultando
em uma acao mais efetiva no combate a doenca.

A brucelose é uma das mais importantes doencas reemergentes, com as espécies de
Brucella existentes ampliando sua gama de hospedeiros, animais selvagens atuando como
reservatérios e, mais recentemente espécies emergentes em mamiferos marinhos. Portanto, é
importante ir além do nivel de género a ter uma compreensdo sistematica da doenga
(Nagalingam et al., 2012). Identificacdo de Brucella sp. por testes convencionais envolve
tempo, risco e requer interpretacdo de especialistas, enquanto que técnicas de PCR sao
rapidas, seguras e facil de interpretar.

Em concluséo, o método Bruce-ladder modificado para a diferenciac@o das espécies de
Brucella demonstrou ser um ensaio confiavel, além de rapido e mais seguro, pois diminui a
manipulagdo da bactéria. A brucelose continua a ser a infeccdo bacteriana associada a
laboratério mais frequentemente relatada e manipulagdes em laboratério tém sido descritas
como fonte de contaminacéo importante em humanos (Yagupsky et al., 2000; Robichaud et al.,
2004). Ensaios de PCR rapidos e robustos sdo ferramentas importantes em laboratérios de
rotina para diagnéstico de brucelose em animais domeésticos e silvestres e podem contribuir
para o controle e erradicacdo da doenca. Este ensaio pode ser utilizado em centros de

referéncia e em laboratérios de Microbiologia.
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= B. abortus; 3 = B. suis; 4 B. canis; 5 = B. melitensis; M = marcador 100 pb
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Resumo

A brucelose é uma zoonose mundial que causa significativas perdas econdmicas devido a
abortos e descarte dos animais infectados. No Brasil, poucos estudos discutem a identificagéo
de espécies e biovares de Brucella sp., 0 que é necesséario para o desenvolvimento de um
programa eficiente de erradicacédo e controle da doenca. Neste estudo foram isoladas cinco
cepas de B. abortus de fetos abortados no Mato Grosso. Através de tipificacdo bioquimica e
molecular todas as cepas foram classificadas como pertencentes aos biovares 1 ou 4, e ndo se
referem a cepas vacinais. A fim de melhorar o conhecimento da epidemiologia da doenca no
pais, a identificacdo ao nivel de biovar é importante, porém sé € possivel em laboratdrios de

referéncia.

Introducéo
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A brucelose bovina é considerada um problema de sadde animal e publica, distribuida
mundialmente, principalmente nos paises em desenvolvimento e menor destaque nos paises
desenvolvidos, em que se encontra em fase avancada de controle e erradicacdo (Young,
1995). A doenca causa impacto significativo na pecuaria, pois a infeccdo por Brucella causa
aborto e esterilidade em animais domésticos, sendo a maior causa de perdas econémicas
diretas e uma barreira para o comércio e exportacdes (Pappas et al., 2006; WHO, 2006; Fugier
et al., 2007; Viadas et al., 2009).

No Brasil a brucelose em bovideos é causada principalmente por B. abortus, que
resulta em perdas de producédo devido a problemas de reprodugédo do rebanho (Corner et al.,
1987). As principais manifestagdes clinicas sdo o aborto, reteng&o de placenta e nascimento de
bezerros fracos (Corbel et al., 2006). B. abortus pode ser encontrada ocasionalmente em
outros animais (cées, equinos, camelos, coiotes, roedores selvagens, cabras selvagens
europeias) devido ao contato desses animais com materiais contaminados apds aborto de
rebanhos infectados (Almeida et al., 2004, Baek et al., 2003). Animais domésticos e selvagens
adquirem brucelose através da ingestdo de leite contaminado ou de contato com os tecidos e
fluidos contaminados associados com parto ou aborto (Fugier et al., 2007). Apesar das
exigéncias complexas de crescimento “in vitro”, Brucella sp. pode resistir em determinados
produtos animais e no ambiente por periodos prolongados sob circunstancias favoraveis,
podendo permanecer nas pastagens, em material de aborto ou parto por seis meses ou mais
(Russel et al., 1984).

B. abortus pode ser transmitida aos seres humanos através de animais infectados,
contato direto com fetos abortados, membranas fetais ou através do consumo de leite cru e
produtos derivados (Romero & Lopez-Gofii, 1999). Sendo uma zoonose, a deteccao da
brucelose nos animais é essencial para a preven¢cédo da doenca em humanos (Boschiroli et al.,
2001).

A brucelose bovina devido a B. abortus é a mais prevalente no Brasil, seguida por B.
suis em suinos. A brucelose em ovinos e caprinos apresenta um impacto econdmico mais
discreto sendo considerada de menor importancia, isso devido a auséncia de B. melitensis no

pais (Magalhdes Neto & Gil-Turnes, 1996).
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B. abortus apresenta 7 biovares, todos relacionados com infec¢do principalmente de
bovideos. Distincdo entre as espécies e biovares ocorrem preferencialmente por testes
diferenciais baseados em caracterizacdo fenotipica, antigenos lipopolissacaridicos,
fagotipagem, sensibilidade a corantes e antibioticos, requerimento de CO,, producéo de H,S e
propriedades metabdlicas (Alton et al., 1988, Corbel & Banai, 2005). Existem sete biovares de
B. abortus, sendo diferenciadas umas das outras por provas bioquimicas como sensibilidade
aos corantes tioina e fucsina basica, requerimento de CO,, producdo de H,S e presenca de

antigenos de superficie (A ou M) (Alton et al., 1988).

Objetivo

Este trabalho teve como objetivo o isolamento, identificacéo e tipificagdo de cepas de

B. abortus a partir de amostras de pulméo e abomaso de fetos bovinos abortados no Estado do

Mato Grosso / Brasil.

Materiais e métodos

1) Isolamento:

Para o isolamento primario foi utilizado o meio agar soja tripticaseina suplementado

com 5-10% de soro equino. As placas contendo os indculos a partir do material de campo

foram incubadas a 35-37°C em aerobiose e microaerofilia e examinadas diariamente durante

30 dias (Alton et al., 1988).

2) Identificagdo morfologica colonial e celular:

Os isolados tipicos de Brucella sp. foram escolhidos a partir da analise da morfologia

colonial e celular. Colbnias transparentes, convexas, com borda inteira e cor de mel,

apresentando 0,5-1,0mm e cocobacilos Gram-negativos, curtos de 0,5-0,7 por 0,6-1,5um,
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dispostos individualmente, em pares ou pequenos grupos foram selecionados (Alton et al.,

1988; Moreno & Moriyon, 2006).

3) Tipificag&o:

3.1.) Bioquimica:
As amostras foram submetidas aos testes bioquimicos de catalase, oxidase, urease,
citrato, reducdo de nitrato, requerimento de CO2 e O,, produgdo de H,S, crescimento na

presenca de tionina e fucsina basica (Alton et al., 1988).

3.2.) Molecular:

O DNA genbmico foi extraido a partir de culturas puras, através de lise por calor das
culturas de células bacterianas, conforme Scholz et al. (2008).

Foi realizado PCR multiplex Bruce-Ladder modificado, com oito pares de
oligonucleotideos iniciadores (tabela 1). Em cada reacgdo foram utilizados 200ng de DNA, 3mM
de MgCl,, 400uM de cada dNTP (Amresco), 1,5U de Immolase DNA polimerase (Bioline Ltd) e
seu tampao de reacdo, 1uM de cada oligonucleotideo iniciador e agua Milli-Q estéril para um
volume final de 25uL. O DNA foi amplificado em Mastercycler Personal (Eppendorf) com
desnaturaco inicial a 95°C durante 7 minutos, seguido de 25 ciclos de 95°C por 35 segundos,
64°C por 45 segundos e 72°C por 3 minutos, com extenséao final de 72°C por 6 minutos. O
produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampé&o TBE 0,5X. O
tamanho dos fragmentos de DNA amplificados foram estimados por fluorescéncia em
comparacao com o marcador 100bp DNA Ladder (Ludwig) pelo programa Kodak 1D versdo

3.5.2.

Resultados

Foram isoladas cinco cepas de Brucella sp (tabela 2). Todas as cepas apresentaram os

mesmos resultados nos testes bioquimicos, sendo positivo para catalase, oxidade, urease,

requerimento de CO,, crescimento em aerobiose, producdo de H,S e crescimento com
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fucsina, e resultados negativos para citrato e crescimento com tionina. Com base nestes
resultados é possivel afirmar que todas as cepas pertencem a espécie B. abortus biovar 1 ou 4.

Na PCR multiplex Bruce-Ladder modificada, todas as cinco cepas apresentaram o perfil
esperado para B. abortus. Nenhum dos perfis encontrado refere-se aos perfis definidos para as

cepas vacinais RB51 e B19.

Discusséo

O diagndstico da brucelose € uma etapa muito importante, pois a correta identificagdo
de animais infectados é uma das bases de um programa de controle ou vigilancia
epidemiolégica da brucelose bovina.

Apéds o isolamento, a tipificacdo ao nivel de biovar exige, além de testes fisiolégicos e
bioquimicos de execucao simples, outros testes mais sofisticados e que néo estédo disponiveis
em muitos laboratorios, que séo a tipificagdo por bacteri6fagos e pela sorologia com soros
especificos aos seus antigenos presentes no LPS. O teste com bacteriéfagos implica em um
cuidado minucioso no laboratério devido ao risco de contaminacdo das cepas padrao e
isolados com este virus. O trabalho com soros especificos é laborioso e exige experimentos de
inoculacdo em animais para a producdo do soro e consequente purificagdo ou a importacdo
destes reagentes. Por esta razdo ainda nao existe, no Brasil, um laboratério que disponha de
todas as ferramentas para a tipificacdo de Brucella sp. A identificacdo ao nivel de género é
simples e pode ser conseguida na maioria dos laboratérios, enquanto que precisdo na
identificacdo ao nivel de espécies e biovares s6 € possivel em laboratérios de referéncia.

Sendo uma zoonose, a deteccdo da brucela nos animais € essencial para a prevencao
da doenca em humanos (Boschiroli et al., 2001). A simples identificacdo do género bacteriano
é suficiente, porém, para programas de erradicacdo de brucelose, que incluem regulamentos
gue estipulam uma resposta espécie especifica, ou entdo, para se realizar um rastreamento
epidemiolégico, a identificacdo da espécie ou biovar envolvida € muito importante (Bricker,
2002).

No Brasil existem poucos estudos realizados com relacéo a identificacdo de B. abortus

ao nivel de biovar. Garcia-Carrilo et al. (1972) e Megid et al. (2013) confirmaram a presenca



dos biovares 1, 2 e 3 em bovinos no Brasil. Barbosa et al. (2009) através do estudo dos
biovares de 137 amostras de diferentes estados brasileiros encontrou, pelas provas
bioquimicas os biovares 1, 2, 3, 4 e 6, sendo que a biovariedade de B. abortus mais frequente
foi a biovariedade 1 (52,5%) seguida pela biovariedade 3 (20,4%), biovariedade 6 (14,6%),
biovariedade 2 (11,7%) e, a menos frequente, a biovariedade 4 (0,7%) que foi isolada de um
bovino oriundo do Rio Grande do Sul, e sua origem provavelmente tenha sido dos paises
fronteiricos a este Estado, como a Argentina onde esta biovariedade de B. abortus ja foi
encontrada (Lucero et al., 2008). Dos sete biovares de B. abortus, até 0 momento néo ha relato
da presenca do biovar 5 no Brasil.

A tipificagdo ao nivel de biovar de amostras de B. abortus neste estudo pode contribuir

para a compreensdo da epidemiologia e controle da brucelose bovina no pais.
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Figura 1: Pulmédo de feto bovino. (A) Btoncopneumonia multifocal mononuclear
moderada associada [63%] (B) com aglomerados baséfilos bacterianos no interior dos

bronquiolos [40x]. HO, Bar = 50 pum.
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Tabela 1. Dados epidemioldgicos dos animais com diagnostico de aborto por Brucella

abortus.

Amostra e Localizacdo Raca Sistema  Numero NuUmero Periodo

identificacéo dos de ciacdo total de de fémeas dos
da animais animais abortadas abortos
propriedade (meses)
1 (N461-12) Varzea Gir Semi- 50° 04 7
Grande- extensivo
MT*
2 (N504-12)  Guap6-GO®  Nellore Semi- 270 16 8
extensivo
3 (N520-12)  Céceres-MT Nellore Semi- 7,370 16 8
extensivo

1. MT= Estado do Mato Grosso do Sul; 2 GO= Estado de Goias; 3= Lote de animais.
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5. ARTIGO 3

Testes de susceptibilidade antimicrobiana e caracterizagdo molecular de resisténcia a

rifampicina em B. abortus e B. canis

Ester Souza Lopes,? Cristina Tonial Simdes,” Verénica Machado,* Marisa da Costa®#

Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Imunologia (DeMIP), Programa de Pés
Graduacéo em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Universidade Federal do Rio Grande do

Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil®

Resumo

A brucelose é uma doenca infecciosa que afeta diversas espécies animais e pode ser
transmitida para humanos, podendo causar doengas crénicas com o envolvimento de multiplos
O0rgdos e baixa mortalidade. O tratamento exige uma combinag¢do de dois antimicrobianos,
sendo doxiciclina e rifampicina os principais antimicrobianos recomendados pela Organizacao
Mundial da Salde. Casos esporadicos de resisténcia a rifampicina tém sido relatados. Neste
estudo testamos a susceptibilidade antimicrobiana de 52 cepas de B. abortus e sete de B.
canis para o antimicrobiano rifampicina, através das técnicas de microdiluicdo em caldo e de E-
test e encontramos divergéncia na Concentracao Inibitéria Minima (CIM) entre estes testes em
21% das cepas analisadas. Realizamos a avaliacdo do fenétipo de super expressao de bomba
de efluxo testando a atividade de carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (cccp) e observamos
reducdo da CIM na presenca de cccp nas oito cepas que apresentavam suscetibilidade
diminuida a rifampicina. Investigando a presenca de mutagfes que poderiam levar ao

desenvolvimento do fenétipo rifampicina-resistente (RifY) em Brucella, encontramos duas

41



mutacdes no gene rpoB. Verificamos a presenca do gene bepC em 100% das cepas de B.
abortus e B. canis testadas, porém a inibigdo do mecanismo de efluxo pelo cccp foi observado
em apenas 15% das cepas de B. abortus, indicando a inatividade deste gene em algumas

cepas.

Introducéo

A brucelose em humanos é adquirida por inalacéo, contato com secre¢des de animais
contaminados, consumo de produtos lacteos ndo pasteurizados e produtos carneos nédo
maturados e mal cozidos, estabelecendo-se via cutanea, respiratdria ou rota gastrointestinal. E
considerada uma doenca de risco ocupacional para fazendeiros, veterinarios, trabalhadores de
abatedouros, laboratoristas e outros que trabalham com animais ou que entram em contato
com seus tecidos ou produtos ndo processados ou maturados. A prevaléncia de brucelose em
humanos depende de varios fatores como habitos alimentares, métodos de processamento de
leite e derivados, praticas de manejo e higiene do ambiente (1, 2, 3, 4).

Embora a brucelose raramente seja fatal em seres humanos, pode ser severamente
debilitante e incapacitante, pois se trata de uma doenca febril que pode ser confundida com
outras doencas, tanto infecciosas como néo infecciosas, incluindo febre entérica, malaria, febre
reumatica, tuberculose, colecistite, tromboflebite, infec¢do fungica, doenca auto-imune e
tumores (5, 6, 7). A terapia antimicrobiana € (til para encurtar o curso natural da doenca,
reduzindo as complicacbes e prevenindo recidivas. O tratamento da brucelose exige uma
combinacdo de dois antimicrobianos: principalmente doxiciclina e rifampicina ou doxiciclina e
estreptomicina por longos periodos (8).

A rifampicina (RIF) é um potente antimicrobiano no tratamento de infecgbes por
Brucella e € amplamente aceito na terapia de primeira linha; € o Gnico antimicrobiano com
atividade aumentada em condigfes ambientais acidas, além de ter uma boa penetragao
intracelular e sinergismo evidente em terapias combinadas (9, 10, 11, 12). O alvo da RIF em
procariotos € a subunidade B da RNA polimerase DNA-dependente (RNAP) codificada pelo o
gene rpoB e sua atividade bactericida deriva da sua alta afinidade em ligar e inibir a RNAP
bacteriana (13, 14, 15). Além da RIF o gene rpoB é um alvo para lipiarmicina, estreptolidigina e

microcina J25 (16, 17, 18, 19, 20). Muta¢des distintas envolvendo regides conservadas foram
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identificadas em diferentes espécies bacterianas que apresentaram algum grau de resisténcia a
RIF (17, 21, 22, 23, 24). Apesar dos isolados de Brucella serem geralmente considerados
susceptiveis aos antimicrobianos recomendados pela OMS, casos esporadicos de resisténcia,
incluindo a RIF, tém sido relatados, sendo desvantagem o rapido aparecimento de cepas
resistentes com seu uso (25, 26, 27, 16).

Outro gene que demonstrou estar envolvido na resisténcia de Brucella é o gene bepC
(homologo da proteina tolC). Um estudo demonstrou que a presenca do gene bepC resultou
em reducdo da susceptibilidade para compostos hidrofébicos, tais como ampicilina,
eritromicina, rifampicina, rodamina 6G e brometo de etidio (28, 29).

Testes de susceptibilidade antimicrobiana para Brucella sp. ndo sdo geralmente
recomendados para rotina de laboratérios de Microbiologia pela baixa frequéncia de resisténcia
relatada para cada espécie, exceto em risco de vida, tais como endocardite e meningite
brucélica, no caso de falha no tratamento e recidivas (30, 31). Outro problema é a falta de
padronizacdo para estes testes. O CLSI lancou os primeiros padrbes interpretativos de CIM
para Brucella sp. em janeiro 2006 (32), porém ndo estabelece parametros para RIF. A eficacia
in vitro de antibidticos contra Brucella sp. tem sido testada geralmente com base na
determinacéo de valores de CIM por métodos de microdiluicdo em caldo, diluicdo em agar e E-
test (9, 33, 34).

A resisténcia pode ser considerada um fendbmeno ecolégico que ocorre como resposta
da bactéria frente ao amplo uso de antimicrobianos e sua presenga no meio ambiente (38). O
uso extensivo e muitas vezes inapropriado dos antimicrobianos, més condi¢8es de higiene,
fluxo continuo de viajantes, o aumento de pacientes imunocomprometidos e a demora nho
diagnéstico das infecgBes bacterianas tém favorecido o aumento da resisténcia (37). A
resisténcia aos antimicrobianos € um problema global e emergente e estudos com o objetivo de
identificar os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em Brucella sp, sdo escassos,
porém conhecer 0s mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na resisténcia € de
grande importancia, pois possibilita o desenvolvimento de estratégias que podem ser adotadas
para evitar o desenvolvimento de resisténcia. Além disso, a caracterizacdo dos genes
responsaveis pela resisténcia, assim como sua localizacdo e diversidade s&do de grande

importdncia para o entendimento dos fatores envolvidos (36). Este trabalho teve como
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objetivos: (i) testar a susceptibilidade antimicrobiana das cepas de B. abortus e B. canis da

colecao do DeMIP — UFRGS (cepas de referéncia e campo), a RIF através das técnicas de

microdiluicdo em caldo e de E-test com o objetivo de comparar os resultados obtidos em

ambos os testes; (ii) realizar a avaliacdo do fenotipo de super expressao de bomba de efluxo

testando a atividade de carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (cccp) na possibilidade de

reducdo de CIM a RIF em cepas de Brucella com fenétipo de susceptibilidade diminuida

através do método de microdiluicio em caldo; (iii) detectar a presenca do gene bepC; (iv)

investigar os eventos moleculares que levam ao desenvolvimento do fenétipo rifampicina-

resistente (RifY) em Brucella sp. através da analise do gene rpoB .

Materiais e métodos

1. Testes de susceptibilidade antimicrobiana a RIF:

1.1.

1.2.

1.3.

Cepas: foram avaliados os perfis de 52 cepas de B. abortus, sendoll de
referéncia e 41 de campo, todas isoladas de bovinos, e sete de B. canis (uma
de referéncia e seis isoladas de cées) da colecdo do DeMIP - UFRGS.
Microdiluicdo em caldo: em microplacas de cultura de 96 pogos com fundo
chato, foi inoculado caldo Brucella ndo suplementado contendo diferentes
concentracdes (32, Tabela 6A) de RIF (Sigma-Aldrich, USA) com suspensofes
de organismos testes equivalente a turbidez 0,5 da escala de McFarland
seguido de incubacdo a 37°C durante 48h, seguindo as recomendac¢fes do
CLSI para os potenciais agentes de bioterrorismo (32, Tabela 2K).

E-test: a4gar Mueller-Hinton (Oxoid, England) suplementado com 5-10% de
sangue ovino citratado foi inoculado com suspensées de organismos testes
equivalente a turbidez 0,5 da escala de McFarland; tiras de RIF E-test
(BioMérieux, France) foram aplicadas sobre aos meios inoculados. As placas
foram incubadas a 37°C e lidas apds 48h. A CIM foi interpretada com o valor

pelo qual a zona de inibicdo interceptou a escala na tira do E-test.

Os critérios interpretativos do CLSI para bactérias de crescimento lento (Haemophilus)

foram levados em consideracao para avaliar os resultados das CIMs (32, Tabela 2E). As cepas

foram consideradas sensiveis quando os valores de CIM foram <1ug/mL, resistentes quando
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24ug/mL e intermediarios quando apresentaram valores entre estes extremos. Todos os testes

foram realizados em triplicata.

2. Avaliacédo do fenétipo de super expressao de bomba de efluxo:

2.1.

2.2.

2.3.

Cepas: foram submetidas ao experimento as cepas que apresentaram
susceptibilidade diminuida a rifampicina no experimento de microdiluicdo em
caldo (n=8).

Determinacdo de concentracdo ndo toéxica de cccp para Brucella: foi
realizada uma curva de concentragdo de cccp em microplacas de cultura de 96
pocos com fundo chato, onde caldo Brucella (Acumedia, USA) né&o
suplementado contendo diferentes concentra¢des de cccp (0 a 110uM) (Sigma-
Aldrich, USA) foi inoculado com suspensfes de organismos testes, equivalente
a turbidez 0,5 da escala de McFarland, seguido de incubagdo a 37°C durante
48h. A concentracdo mais alta de cccp, que néo inibiu o crescimento de
Brucella foi utilizada no experimento.

Microdiluicdo em caldo com inibidor de bomba de efluxo: o teste foi
realizado conforme o experimento de microdiluicho em caldo descrito
anteriormente. Em cada po¢o, além de RIF também foram adicionados 90uM

de cccp (35).

3. Deteccéo da presenca do gene bepC:

3.1

Cepas: Todas as 52 cepas de B. abortus e as sete cepas de B. canis foram

utilizadas neste experimento.

3.2. Ensaio de PCR e eletroforese: Os primers e as condi¢des de amplificacdo foram

realizadas conforme descrito anteriormente (29). Buscando amplificar uma
regido de DNA de 1.932bp foram utilizados os primers 5 (GAA CGG GAT GAC
GGG AA) e 5 (GGC GTA CCG TTT TCA ATG CA) As amplificagbes de PCR
foram realizadas com o kit Platinum Tagq DNA Polymerase (Invitrogen, Brasil)
seguindo o protocolo do fabricante no termociclador Mastercycler Personal

(Eppendorf).
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4. Analise do gene rpoB:

4.1.

4.2.

4.3.

4.4,

Cepas: cepas que apresentaram susceptibilidade diminuida a RIF nos testes de
microdiluicao (n=8) e E-test (n=4) e trés cepas sensiveis.

Ensaio de PCR e eletroforese de dois “hotspots” dentro do gene rpoB: dois
testes de PCR foram realizados para amplificar duas regiGes especificas no gene
rpoB, como descritos anteriormente (22). A primeira regido correspondente aos
coédons 118 a 240 foi amplificada pelos primers +354rB e -720rB para se obter
um produto de 367bp. A segunda (denominada regido central), localizado no
centro do gene, correspondente aos codons 473 a 606, foi amplificado pelos
oligonucleotideos iniciadores +1418rB e -1818rB para se obter um produto de
401 bp. Os primers e as condicdes de amplificacdo foram feitos conforme
Marianelli et al. (2004). As amplificagcbes de PCR foram realizadas com o kit
GoTaqg DNA Polymerase (Promega, USA) segundo o protocolo do fabricante. O
DNA foi amplificado em Mastercycler Personal (Eppendorf).

Todos os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1,5% em tampéo TBE 0,5X. O tamanho dos fragmentos de DNA amplificados
foram estimados por fluorescéncia em comparacdo com o marcador 100bp DNA
Ladder (Ludwig, Brasil) pelo programa Kodak 1D versao 3.5.2.

Purificacdo dos fragmentos de DNA: os fragmentos foram purificados
utilizando o kit Invisorb Fragment CleanUp (Invitek, Alemanha) conforme
recomendacg@es do fabricante.

Sequenciamento e analise de dados: o sequenciamento foi realizado por
Macrogen Advancing Through Genomics (Coréia). As sequéncias geradas foram
analisadas no programa Chromas Lite 2.1.1 e alinhadas entre si no programa
Mega 5.05. As sequéncias nucleotidicas foram alinhadas e comparadas com o
genoma de B. melitensis 16M (AE009516, substituido por AE008917) utilizado
como referéncia em estudos anteriores no programa BLASTn (Basic Local

Alignment Search Toll). O programa tBLASTtx foi utilizado para traducdo das
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sequéncias de nucleotideos em sequéncias de aminoacidos e alinhamento com
B. melitensis 16M (AE009516, substituido por AE008917).

4.5. Numeros de acesso das sequéncias de nucleotideos: as sequéncias de
nucleotideos geradas no presente estudo foram depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/WebSub/?tool=genbank) e os nimeros de adesao

estdo relatados na Tabela 1.

Resultados

1. Testes de susceptibilidade antimicrobiana para rifampicina:

Todas as sete cepas de B. canis apresentaram susceptibilidade tanto no E-test quanto
na microdiluicdo em caldo. Houve concordancia de resultados com 41 das cepas de B. abortus
testadas (79%), sendo uma cepa (13/03) com resultados de susceptibilidade intermediaria e 40
cepas sensiveis ao antimicrobiano testado. Houve divergéncia nos resultados obtidos com 11
cepas de B. abortus que apresentaram perfis de susceptibilidade diferentes nos testes
comparados. No E-test foram detectadas susceptibilidade reduzida em quatro cepas (8p/04,
14/02, NB135 e VM551) sendo que todas estas cepas foram susceptiveis no teste de
microdiluicio. Uma cepa (870) apresentou perfil RIFY no E-test e intermediario no teste de
microdiluicdo. Enquanto que no teste de microdiluicdo em caldo foi detectada susceptibilidade
reduzida (intermediaria) em oito cepas (544, 1119-3, 870, 17a/02, 13/03, 02/06, NB94 e

am.75), sendo as mesmas susceptiveis no E-test.

2. Avaliacao do fendtipo de super expressédo de bomba de efluxo:

Verificamos que a menor concentracdo de cccp onde ndo foi observada atividade
inibitéria sobre o crescimento de Brucella foi de 90uM.

Todas as oito cepas de B. abortus (544, 1119-3, 870, 17a/02, 13/03, 02/06, NB94 e
am.75) que apresentaram susceptibilidade reduzida no teste de microdiluicdo em caldo,
quando submetidas ao experimento de avaliacdo do fendtipo de super expressédo de bomba de
efluxo, apresentaram reducao de CIM na presenca de cccp de 2,0ug/mL para valores iguais ou

inferiores a 1ug/mL de RIF.
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3. Detecc¢do da presenca do gene bepC:
O fragmento contendo 1.932bp correspondente ao gene bepC foi observado em 100%

das cepas de B. abortus e B. canis testadas.

4. Andlise do gene rpoB:

Os “hotspots” do gene rpoB foram caracterizadas molecularmente em 15 cepas de B.
abortus, sendo 12 (02/06, 1119-3, 13/03, NB94, VM551, NB135, 14/02, 17a/02, 544, 870, 8p/04
e am.75) com perfil de susceptibilidade reduzida a RIF e trés (56, 292 e B3196) sensiveis ao
antimicrobiano, apés PCR e sequenciamento de DNA. Na primeira regido correspondente aos
cbdons 118 a 240 foi detectada mutacdo no codon 220 somente na cepa 870, em que ocorreu
uma substituicdo de nucleotideos de GAA para CAA resultando em uma mutacdo de sentido
trocado (missense) alterando o aminoacido de &cido glutdmico para glutamina. No segundo
fragmento, localizado no centro do gene, correspondente aos codons 473 a 606 foi encontrada
uma mutagdo no cédon 549, onde ocorreu uma substituicdo de nucleotideos de ACC para
ACT, resultando em uma mutagdo silenciosa que mantém o aminoacido treonina, em duas
cepas que apresentaram susceptibilidade reduzida (17a/02 e 870) a RIF e nas trés cepas

susceptiveis (56, 292 e B3196) submetidas ao PCR e sequenciamento do gene rpoB.

Discusséo

Alguns estudos indicam que o método do E-test mostrou-se confiavel, reprodutivel,
menos trabalhoso, mais rapido e préatico quando comparado com o método de microdiluicdo em
caldo (9, 33, 34), porém em nosso estudo encontramos divergéncia entre os resultados dos
dois testes em 21% das cepas de B. abortus testadas. Nossos resultados indicam que o
método padrdo ndo deve ser substituido pelo E-test para testar a RIF em procedimentos
relacionados a rotina clinica, pois ha possibilidade de resultados falso positivo ou negativo,
podendo acarretar em complicacBes e riscos ao paciente.

Um estudo anterior (29) investigou o papel do gene bepC, o Gnico membro da familia
TolC identificado no genoma de B. suis, onde utilizando uma abordagem mutacional de
resisténcia de Brucella a RIF, foi demonstrado que o gene bepC esta envolvido no efluxo de

varios antibidticos. Estes autores demonstraram que mutantes deficientes de bepC
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apresentaram capacidade reduzida de expulsar compostos toxicos e relativamente
hidrofobicos, influenciando a sobrevivéncia de B. suis no interior do hospedeiro. A presenca do
gene bepC resultou em uma reducdo consideravel da susceptibilidade para compostos
hidrofébicos, tais como ampicilina, eritromicina, rifampicina, rodamina 6G e brometo de etidio, e
pode contribuir também para a resisténcia aos compostos naturalmente presentes no
hospedeiro mamifero, tais como sais biliares e esteroides (29). Em nosso estudo verificamos a
presenca do gene bepC em 100% das cepas de B. abortus e B. canis testadas, porém a
inibicAo do mecanismo de efluxo foi observada em apenas oito cepas com susceptibilidade
diminuida de B. abortus, confirmando que este mecanismo de resisténcia esta ativo nestas
cepas. Portanto apenas a presenca do gene bepC néo é fator determinante para a presenca
deste mecanismo, pois 0 gene pode estar presente, porém nao estar expressando a proteina
que seria por ele codificada.

A investigacédo de mutacdes que poderiam estar envolvidas na resisténcia intermediaria
a RIF encontrada em oito cepas de B. abortus (544, 1119-3, 870, 17a/02, 13/03, 02/06, NB94 e
am.75) sugere que o fendtipo de resisténcia destas cepas pode nao ser resultante das
mutacdes detectadas nas regibes estudadas do gene rpoB, a ndo ser que esteja em outro
ponto do gene. Nao ha relato na literatura sobre a mutagao “missense” encontrada no cédon
220 do gene rpoB da cepa 870 (&cido glutdamico - glutamina), porém observamos que apenas
esta cepa apresentou fenétipo RIF® no E-test, sendo uma peculiaridade a ser investigada a fim
de determinar a relagdo desta mutacdo com a resisténcia. A mutacao silenciosa encontrada no
coédon 549 do gene rpoB das cepas 17a/02 e 870 com perfil de resisténcia intermediaria a RIF,
e nas trés cepas susceptiveis (56, 292 e B3196) ja foi descrita em estudo anterior (23) nas
cepas B3196, 870 e C68 e ndo esta relacionada com o fendtipo de resisténcia, uma vez que se
encontra presente também em cepas sensiveis.

Nosso estudo sugere a presenca de mecanismo de efluxo ativo envolvido na
resisténcia de B. abortus a RIF, pois ao utilizarmos o inibidor de bomba de efluxo (cccp) como
"adjuvante ou composto auxiliar" em combinacdo com o antimicrobiano, foi observada uma
certa restauracdo no nivel de atividade antimicrobiana resultando na reducdo de CIM. A
inibicdo da atividade da bomba de bactérias Gram-negativas pode ser conseguida por

diferentes maneiras. Varios compostos sao capazes de recolher a energia necessaria para o
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transporte de drogas. Entre eles, o cccp pode afetar seriamente o nivel de energia da
membrana bacteriana e sdo usados no laboratério para suprimir totalmente o efluxo de varias
drogas, constituindo uma abordagem eficaz para reverter a resisténcia, uma vez que induz um
aumento significativo na susceptibilidade ao antimicrobiano.

O efluxo do agente antimicrobiano pode conferir um nivel residual de resisténcia. Este
mecanismo pode nao ser suficiente para expressar resisténcia clinica, porém, em conjunto com
outros mecanismos pode estar na origem de falhas terapéuticas (39). Com frequéncia
bactérias utilizam mais de uma estratégia para evitar a agdo dos antimicrobianos; assim, a
acao conjunta de multiplos mecanismos pode produzir um acentuado aumento da resisténcia.

Ha poucos estudos sobre mecanismos de efluxo em Brucella, e estudos nessa area
sdo importantes para se conhecer os diferentes mecanismos que podem estar associados ao
fenotipo de resisténcia a diferentes antimicrobianos, bem como o desenvolvimento de
estratégias que visem a inibicho das bombas envolvidas, objetivando restaurar a
susceptibilidade as drogas de cepas resistentes e favorecendo assim a atividade clinica de

antimicrobianos que ja ndo sdo mais utilizados devido ao desenvolvimento de resisténcia. (35).
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Tabela 1. NUmeros de acesso no GenBank das sequéncias geradas.

Strains  1° hotspot  2° hotspot
02/06 KJ475771  KJ475786
1119-3 KJ475772 KJ475787
13/03 KJ475773  KJ475788
NB94 KJ475774  KJ475789
VM551  KJ475775  KJ475790
NB135 KJ475776  KJ475791
14/02 KJ475777  KJ475792
17a/02 KJ475778  KJ475796
544 KJ475779  KJ475793
8p/04 KJ475780  KJ475794
am.75 KJ475781  KJ475795
56 KJ475782  KJ475798
292 KJ475783  KJ475799
B3196 KJ475784  KJ475800
870 KJ475785  KJ475797
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO GERAL

Apesar de casos de brucelose humana n&o serem de notificacdo
compulsoria, caso o foco de origem de surtos em humanos seja detectado em
animais, devera ser feita a notificagdo as autoridades competentes, pois no
Brasil a brucelose bovina e bubalina é de notificacdo obrigatéria, de acordo
com o art. 5° do Decreto 5.741/2006, que regulamenta o Programa Nacional de
Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) e com a
Instrucdo Normativa 30/2006, que disciplina a habilitacdo de Meédicos
Veterinérios (Brasil, 2004).

O diagnéstico da brucelose é uma etapa muito importante, pois a correta
identificacdo de animais infectados é uma das bases de um programa de
controle ou vigilancia epidemiologica eficaz. O objetivo é reduzir a morbidade
por meio de articulacdo com os 6rgdos responsaveis pelo controle sanitario dos
rebanhos, alertando a vigilancia sanitaria sobre contaminacdo de produtos e a
vigilancia epidemioldgica sobre os focos de infeccdo (Brasil, 2010).

A PCR Bruce-Ladder modificada apresentou alto poder discriminante
para espécies de Brucella, permitindo a correta identificacdo ao nivel de
espécie de cepas de campo, e a diferenciacdo entre as cepas de campo e as
cepas vacinais. Este ensaio representa um grande avanco na identificacdo de
Brucella sp., por se tratar de um ensaio eficaz, mais seguro para 0S
laboratoristas, pois diminui a manipulacdo da bactéria e ainda permite a
identificacdo do patdgeno com mais rapidez resultando em uma acao mais

efetiva no combate a doenca. Todas as cepas com espeécie previamente
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conhecida foram confirmadas e houve a identificacdo de B. abortus como a
espécie predominante isolada em bovinos, no periodo analisado.

Testando a susceptibilidade de Brucella a rifampicina, um dos principais
antimicrobianos utilizados no tratamento de brucelose humana, verificamos
divergéncia em 21% das cepas de B. abortus submetidas ao método do E-test
e ao método de microdiluicdo em caldo preconizado pelo CLSI. Detectamos
susceptibilidade reduzida em oito cepas de B. abortus (544, 1119-3, 870,
17a/02, 13/03, 02/06, NB94 e am.75) pelo método de microdiluicdo em caldo, e
ao investigar se a presenca do gene bepC que poderia estar relacionado a
reducdo da susceptibilidade, verificamos sua presenca em 100% das cepas de
B. abortus e B. canis testadas, porém a susceptibilidade reduzida foi observada
somente em 15% das cepas de B. abortus. Uma possibilidade é de que este
gene nédo esteja ativo em todas as cepas, 0 que justificaria esta diferenca.

A investigacdo de mutacbes que poderiam estar envolvidas na
resisténcia intermediaria a rifampicina encontrada em oito cepas de B. abortus
(544, 1119-3, 870, 17a/02, 13/03, 02/06, NB94 e am.75) sugere que o fendtipo
de resisténcia destas cepas pode ndo ser resultante das mutacdes detectadas
nas regioes estudadas do gene rpoB, a ndo ser que esteja em outro ponto do
gene. Nao ha relato na literatura sobre a mutagédo “missense” encontrada no
cédon 220 do gene rpoB da cepa 870 (acido glutamico - glutamina), porém
observamos que apenas esta cepa apresentou fenétipo RIFT no E-test, sendo
uma peculiaridade a ser investigada a fim de determinar a relacdo desta
mutacdo com a resisténcia. A mutacédo silenciosa encontrada no cédon 549 do
gene rpoB das cepas 17a/02 e 870 com perfil de resisténcia intermediaria a

RIF, e nas trés cepas susceptiveis (56, 292 e B3196) ja foi descrita em estudo
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anterior de Marianelli et al. (2006) nas cepas B3196, 870 (mesma cepa de
referéncia estudada em nosso trabalho) e C68 e ndo esta relacionada com o
fendtipo de resisténcia, uma vez que se encontra presente também em cepas
sensiveis.

Nosso estudo sugere a presenca de mecanismo de efluxo ativo
envolvido na resisténcia de B. abortus a rifampicina, pois ao utilizarmos o
inibidor de bomba de efluxo cccp como "adjuvante ou composto auxiliar" em
combinacdo com o antimicrobiano, foi observada restauragdo no nivel de
atividade antimicrobiana, resultando na reducdo de CIM. A inibicdo das bombas
envolvidas pode restaurar a susceptibilidade as drogas de cepas resistentes e
pode favorecer a atividade clinica de antimicrobianos que j& ndo sdo mais

utilizados devido ao desenvolvimento de resisténcia(Pages & Amaral, 2009).
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7. CONCLUSOES

O método de PCR Bruce-Ladder modificado utilizado foi muito eficiente
na diferenciacdo das espécies de Brucella sp. provenientes de diferentes
regides do Brasil e também diminuiu o tempo do diagnéstico. Através da
identificacdo de cepas de Brucella sp. em B. abortus, podemos afirmar que a
brucelose causada por B. abortus esta presente em todo o Brasil.

O método padrao de susceptibilidade (diluicio em caldo) ndo deve ser
substituido pelo E-test para testar a rifampicina em procedimentos relacionados
a rotina clinica, pois ha possibilidade de resultados falso positivo ou negativo,
podendo acarretar em complicagdes e riscos ao paciente.

A diminuicdo da susceptibilidade a rifampicina provavelmente esta
relacionado um mecanismo de efluxo. Este mecanismo pode néo ser suficiente
para expressar resisténcia clinica, porém, em conjunto com outros mecanismos
pode estar na origem de falhas terapéuticas. Com frequéncia bactérias utilizam
mais de uma estratégia para evitar a acao dos antimicrobianos; assim, a acao

conjunta de multiplos mecanismos pode produzir um acentuado aumento da

resisténcia.
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9. APENDICES:

Tabela 1. Dados das cepas de B. abortus isoladas e identificadas a partir de

fetos abortados em propriedades da regido centro-oeste do Brasil.

Cepa Amostra Fonte
03/12 N461/12 pulméo
04/12 N461/12 abomaso
05/12 N520/12 pulméo
07/12 N504/12 pulméo

08/12 N504/12 abomaso




Tabela 2. Cepas de B. abortus e B. canis testadas e seus perfis de

susceptibilidade a rifampicina por E-test e microdiluigdo em caldo.

Espécie / biovar Cepa Origem E-test' |Microdiluigao®
B. abortus 1 544 referéncia - IPVDF? S I
B. abortus 1 1119-3 referéncia - IPVDF S I
B. abortus 6 870 referéncia - AFSSA® R I
B. abortus 3 17a/02 | campo - RS S |
B. abortus 1 13/03 campo - Minas do Ledo / RS I I
B. abortus 1 02/06 campo - Estancia Velha/ RS S I
B. abortus am.75 campo - Estancia Velha/ RS S I
B. abortus NB94 campo - Nova Bassano / RS S I
B. abortus R* 8p/04 campo - S&o Lourencgo do Sul / RS I S
B. abortus 1 14/02 campo - Arroio Grande / RS I S
B. abortus NB135 campo - Nova Bassano / RS I S
B. abortus VM551 | campo - Vila Maria/ RS I S
B. abortus 1 B19 referéncia - IPVDF S S
B. abortus 1 B875 IPVDF S S
B. abortus 2 86/08/59 | referéncia - AFSSA S S
B. abortus 3 Tulya referéncia - AFSSA S S
B. abortus 4 292 referéncia - AFSSA S S
B. abortus 5 B3196 referéncia - AFSSA S S
B. abortus 7 99 referéncia - AFSSA S S
B. abortus 9 C68 referéncia - AFSSA S S
B. abortus 1 56 campo - Rio Pardo / RS - IPVDF S S
B. abortus 1 96 campo - Rio Pardo / RS - IPVDF S S
B. abortus 1 577 fg\r;‘gg Cagapava do Sul /RS S S
B. abortus 1 477 campo - Itaqui/ RS - IPVDF S S
B. abortus 1 13a/02 |campo - Butia / RS S S
B. abortus 1 13b/02 |campo - Butia/ RS S S
B. abortus 1 14/03 campo - Minas do Ledo / RS S S
B. abortus 1 15/03 campo - Minas do Ledo / RS S S
B. abortus 1 13/02 campo - Butid/ RS S S
B. abortus 55MG campo - Minas Gerais S S
B. abortus am.70 | campo - Estancia Velha/ RS S S
B. abortus Ba02 campo - Nova Bassano / RS S S
B. abortus Ba06 campo - Nova Bassano / RS S S
B. abortus Ba22 campo - Nova Bassano / RS S S
B. abortus 47MG campo - Minas Gerais S S
B. abortus 11/03/2006 S S
B. abortus RP set./07 | campo - Rio Pardo / RS S S



B. abortus VMO7 campo - Vila Maria/ RS S S
B. abortus macr:gBo/? campo - Campo Bom / RS S S
B. abortus VM82 campo - Vila Maria / RS S S
B. abortus VM10 campo - Vila Maria/ RS S S
B. abortus RP ab./08 | campo - Rio Pardo / RS S S
B. abortus NB57 campo - Nova Bassano / RS S S
B. abortus VM88 campo - Vila Maria/ RS S S
B. abortus T ab./08 [campo - Taquara /RS S S
B. abortus mar/07 | campo - Jaguardo / RS S S
B. abortus 41MG campo - Minas Gerais S S
B. abortus 03/12 campo - Mato Grosso S S
B. abortus 04/12 campo - Mato Grosso S S
B. abortus 05/12 campo - Mato Grosso S S
B. abortus 07/12 campo - Mato Grosso S S
B. abortus 08/12 campo - Mato Grosso S S
B. canis RM6/66 | referéncia - AFSSA S S
B. canis set/95 campo - Uruguaiana / RS S S
B. canis set/98 campo - Parana S S
B. canis 35/03 campo - S&do Paulo S S
B. canis 41/03 campo - Sdo Paulo S S
B. canis 28/09/2004 | Campo S S
B. canis 21/10/1998 [ Campo S S
'S = sensivel; | = intermediario; R = resistente; * IPVDF, Instituto de

Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor; °: EU/OIE/FAO Brucellosis
Reference Laboratory, French Food Safety Agency (AFSSA), ¢ R: fenétipo

rugoso.



Tabela 3. Resultados do teste de avaliacdo do fenétipo de super expressao de
bomba de efluxo em cepas de B. abortus com perfil de susceptibilidade
reduzida no teste de susceptibilidade antimicrobiana para rifampicina em

microdiluicdo em caldo.

Cepa CIM! na presenca de CIM na presenca de
RIF? (ug/mL) RIF + cccp® (ug/mL)
544 2,0 0,625
1119-3 2,0 0,25
870 2,0 0,25
17a/02 2,0 0,03
13/03 2,0 0,625
02/06 2,0 1,0
NB94 2,0 0,625
am.75 2,0 0,25

1 2 3

Concentragcdo inibitéria minima; rifampicina; carbonil cianida m-

clorofenilhidrazona.
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Tabela 4. Cepas utilizadas no experimento Bruce-Ladder modificado.

ESbFi)g\(/:;? € Cepa Origem
B. melitensis
B. melitensis 1 REV1 Referéncia - AFSSA
B. melitensis 1 16M Referéncia - IPVDF
B. melitensis 2 63/9 Referéncia - AFSSA
B. melitensis 3 Ether Referéncia - AFSSA
B. ovis
B. ovis REO198 Referéncia - IPVDF
B. ovis 63/690 Referéncia - AFSSA
B. suis
B. suis 1 1330 Referéncia - IPVDF
B. suis 1 SEA Referéncia - IPVDF
B. suis 2 Thonsen Referéncia - AFSSA
B. suis 3 686 Referéncia - AFSSA
B. suis 4 40 Referéncia - AFSSA
B. suis 5 5513 Referéncia - AFSSA
B. canis
B. canis RM6/66 Referéncia - AFSSA
B. canis set/95 Campo - Uruguaiana / RS
B. canis set/98 Campo - Parana
B. canis 35/03 Campo - Séao Paulo
B. canis 41/03 Campo - Sao Paulo
B. canis 28/09/2004 Campo
B. canis 21/10/1998 Campo
B.abortus
B. abortus 1 544 Referéncia - IPVDF
B. abortus 1 1119-3 Referéncia - IPVDF
B. abortus 1 B19 Referéncia - IPVDF
B. abortus 1 B875 IPVDF
B. abortus 1 99 Referéncia - AFSSA
B. abortus 2 86/08/59 Referéncia - AFSSA
B. abortus 3 Tulya Referéncia - AFSSA
B. abortus 4 292 Referéncia - AFSSA
B. abortus 5 B3196 Referéncia - AFSSA
B. abortus 6 870 Referéncia - AFSSA
B. abortus 9 C68 Referéncia - AFSSA
B. abortus 3 17a/02 Campo - RS
B. abortus 1 13/03 Campo - Minas do Ledo / RS
B. abortus 1 14/03 Campo - Minas do Ledo / RS
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Campo - Minas do Ledo / RS

Campo - Estancia Velha / RS

Campo - Arroio Grande / RS
Campo - Rio Pardo / RS - IPVDF

Campo - Rio Pardo / RS - IPVDF

Campo - Cacapava do Sul / RS -
IPVDF

Campo - Itaqui / RS - IPVDF
Campo - Butia/ RS
Campo - Butid / RS

Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais

Campo - S&o Lourengo do Sul/ RS
Campo - Séo Lourenco do Sul / RS

Brucella sp. identificadas como B.abortus
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. abortus 1 15/03

. abortus 1 02/06

. abortus 1 14/02

. abortus 1 56

. abortus 1 96

. abortus 1 577

. abortus 1 477

. abortus 1 13a/02

. abortus 1 13b/02

. abortus 2 33MG

. abortus 2 34MG
Soors aplo
. abortus 8g/04
. abortus 41MG
. abortus ALMG
. abortus 43MG
. abortus 44MG
. abortus 45MG
. abortus A4AMG
. abortus ABMG
. abortus 47TMG
. abortus 55MG
. abortus 13/02
. abortus am.70
. abortus am.75
. abortus NB94
. abortus NB135
. abortus VM551
. abortus Ba02
. abortus Ba06
. abortus Ba22
. abortus 11/03/2006
. abortus set./07
. abortus VMO7
. abortus macr:(?o /2
. abortus VM82
. abortus VM10
. abortus RP ab./08
. abortus NB57
. abortus VM88
. abortus ab./08

Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais
Campo - Minas Gerais
Campo - Butid/ RS
Campo - Estancia Velha/ RS
Campo - Estancia Velha/ RS
Campo - Nova Bassano / RS
Campo - Nova Bassano / RS
Campo - Vila Maria / RS
Campo - Nova Bassano / RS
Campo - Nova Bassano / RS
Campo - Nova Bassano / RS

Campo - Rio Pardo / RS
Campo - Vila Maria/ RS

Campo - Campo Bom /RS

Campo - Vila Maria / RS
Campo - Vila Maria/ RS
Campo - Rio Pardo / RS
Campo - Nova Bassano / RS
Campo - Vila Maria / RS
Campo - Taquara/ RS
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Figura 1. Imagem da tela do programa Mega 5.05 utilizado para identificagdo
de mutacbes nas sequéncias de DNA das regides hipervariaveis do gene rpoB:
a) regido correspondente aos cédons 118 a 240; mutacdo na cepa 870; b)
regido correspondente aos codons 473 a 606; mutacdo nas cepas com
susceptibilidade reduzida (17a/02 e 870) e nas trés cepas sensiveis (56, 292 e
B3196) a rifampicina.



