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Resumo

COMIN, Helena Brocardo. Caracterizacao fenotipica e genotipica de animais da
raca Hereford criados na regido sul do estado do Rio Grande do Sul durante
surtos de Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina. 2018. 115f. Dissertacéo
(Mestrado em Melhoramento Genético Animal) — Programa de Pos Graduagdo em
Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

Esta dissertacéo foi dividida em quatro capitulos, tendo como principais objetivos: i)
realizar a identificacdo bacterioldgica dos agentes envolvidos na Ceratoconjuntivite
Infecciosa Bovina (CIB), por meio de diferentes técnicas: analise morfo-tintorial e
bioquimica, Espectrometria de massas com fonte de ionizacdo e dessorgdo a laser
assistida por matriz e analisador de massas do tipo tempo-de-voo (MALDI-TOF),
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e sequenciamento. ii) avaliar a diversidade
genética de bactérias das espécies Moraxella bovis e Moraxella bovoculi isoladas de
surtos de CIB entre 2015 e 2017, utlizando as técnicas de ERIC-PCR
(enterobacterial repetitive intergenic consensus), RAPD-PCR (random amplification
of polymorphic DNA) e uma variagdo do RAPD-PCR com os primers JWP1 e
JWOPAQOY7. iii) estimar os parametros e valores genéticos por meio da avaliacao
tradicional pelo modelo animal para a incidéncia de CIB. iv) realizar estudo de
associacdo ampla do genoma (GWAS) para identificacdo de regides genémicas e
SNPs mais representativos para susceptibilidade a CIB. Logo no inicio do surto de
CIB amostras de secrecdes oculares e nasais foram coletadas de bovinos da raca
Hereford para possibilitar a identificacdo do agente bacteriolégico causador da
enfermidade, com isso confirmar o surto de CIB. Os animais eram provenientes de
cinco fazendas, criados no sul do estado do Rio Grande do Sul. Foram realizadas
quatro avaliacbes, com intervalo médio de 30 dias. O monitoramento teve como
finalidade a realizacdo da fenotipagem com relacao a susceptibilidade a doenca, por
meio do acompanhamento da evolu¢édo dos surtos de CIB nas propriedades, a partir
da atribuicdo de escores de lesdo ocular. Foram atribuidos escores para as lesdes
de CIB, para cada um dos olhos, em uma escala de zero a quatro, na qual zero
indicava o olho normal e quatro o estagio mais avancado da doenca, implicando em
perda ocular. As melhores concordancias obtidas entre os métodos de identificacdo
bacteriol6gica estudada foram a identificacdo por MALDI-TOF e a identificacdo
molecular (PCR), confirmadas por sequenciamento, a partir do DNA extraido das
colénias de Moraxella spp. Ademais, foi confirmada a existéncia de variabilidade
genética entre as cepas de Moraxella bovis e Moraxella bovoculi isoladas de bovinos
da raca Hereford, acometidos por CIB, pertencentes a cinco diferentes municipios
situados no estado do Rio Grande do Sul. Os coeficientes de herdabilidade preditos
foram de 0,14, 0,096 e 0,099 para as categorias (c_2, ¢c_3 e ¢_9) para incidéncia a
CIB. Os estudos de GWAS apontaram janelas genbmicas significativas nos
cromossomos 3, 11, 14, 18, 26 e 27 associados a CIB. As analises de
enriqguecimento funcional revelaram oito termos significativos (p<0,05) associados
com a susceptibilidade a CIB: Babesia, Plasmodium vivax, Babesiosis, Bood
bactericidal activity, Retinal cone photorecptor cells, Animal nutritional physiological
phenomena, COS cells e 5 Flanking region. Os termos MeSH, apontam para
importantes processos bioldgicos que estdo relacionados com a expressao
fenotipica das lesbes ocorridas pela CIB. Concluindo, as analises fenotipicas e
gendmicas realizada ao longo deste estudo podem auxiliar na concepcédo de
estratégias de prevencao e tratamento contra o CIB, podendo colaborar com
estratégias de selecao por animais resistentes a CIB.



Palavras — chave: bovinocultura de corte; identificacdo etiolégica; diversidade
genética; estudo de associacdo gendmica ampla.



Abstract

COMIN, Helena Brocardo. Phenotypic and genotypic characterization of
Hereford breed animals raised in the southern region of the State of Rio
Grande do Sul during outbreaks of Infectious Bovine Keratoconjunctivitis.
2018. 115f. Dissertacdo (Mestrado em Melhoramento Genético Animal) — Programa
de P6s Graduacdo em Zootecnia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2018.

This dissertation was divided into four chapters, with the following main objectives: i)
to carry out the bacteriological identification of the agents involved in Infectious
Bovine Keratoconjunctivitis (IBK) by means of different techniques: morpho-tintorial
and biochemical analysis, mass spectrometry with ionization source and matrix-
assisted laser desorption and time-of-flight mass analyzer (MALDI-TOF), polymerase
chain reaction (PCR) and sequencing. ii) to evaluate the genetic diversity of
Moraxella bovis and Moraxella bovoculi bacteria isolated from IBK outbreaks
between 2015 and 2017, using ERIC-PCR (enterobacterial repetitive intergenic
consensus), RAPD-PCR (random amplification of polymorphic DNA) and a variation
of the RAPD-PCR with primers JWP1 and JWOPAQY7. iii) to estimate the genetic
parameters and values through the traditional evaluation by the animal model for the
incidence of IBK. iv) carry out genome association study (GWAS) to identify genomic
regions and most representative SNPs for susceptibility to IBK. At the beginning of
the outbreak of IBK samples of ocular and nasal secretions were collected from
Hereford cattle to enable the identification of the bacteriological agent causing the
disease, thus confirming the IBK outbreak. The animals came from five farms,
located in the southern of Rio Grande do Sul state. Four evaluations were performed,
with an average interval of 30 days. The purpose of the monitoring was to perform
the phenotyping with regard to susceptibility to the disease, by monitoring the
evolution of IBK outbreaks in the properties, from the attribution of ocular lesion
scores. Scores were assigned to IBK lesions for each eye on a scale of zero to four,
in which zero indicated the normal eye and four the most advanced stage of the
disease, implying ocular loss. The best concordances obtained between the methods
of bacteriological identification studied were the identification by MALDI-TOF and the
molecular identification (PCR), confirmed by sequencing, from the DNA extracted
from the colonies of Moraxella spp. In addition, the existence of genetic variability
between Moraxella bovis and Moraxella bovoculi strains isolated from Hereford
cattle, affected by IBK, belonging to five different municipalities located in the state of
Rio Grande do Sul was confirmed. The predicted heritability coefficients were 0.14,
0.096 and 0.099 for the categories (c2, c3 and c9) for incidence at IBK. GWAS
studies showed significant genomic windows on chromosomes 3, 11, 14, 18, 26 and
27 associated with IBK. Functional enrichment analyzes revealed eight significant (p
<0.05) terms associated with IBK susceptibility: Babesia, Plasmodium vivax,
Babesiosis, Bood bactericidal activity, Retinal cone photorecptor cells, Animal
nutritional physiological phenomena, COS cells e 5 Flanking region. The terms
MeSH, point to important biological processes that are related to the phenotypic
expression of the lesions occurred by IBC. In conclusion, the phenotypic and
genomic analyzes carried out throughout this study may help in the design of
strategies for prevention and treatment against CIB, and may collaborate with
selection strategies for CIB resistant animals.

Keywords: beef cattle; etiological identification; genetic diversity; genetic
parameters; genome-wide association study.
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1 Introducéo

O Brasil ocupa lugar de destaque na pecuaria de corte bovina. Possui um dos
maiores rebanhos comerciais a nivel mundial, com aproximadamente 209 milhdes
de cabecas (ABIEC, 2016). O Brasil é classificado como maior exportador de carne
bovina no mundo, em 2015, alcangou o volume superior a 1,8 milhdo de toneladas
de carne exportada (ABIEC, 2016).

Em paralelo ao aumento da producdo de pecuéaria por area, problemas
sanitarios sdo em grande maioria limitantes da produtividade e demandam intenso
uso de insumos quimicos, nem sempre eficazes, no tratamento das enfermidades.
Entre as principais enfermidades que afetam a produtividade em bovinos esta a
Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina (CIB).

A CIB é uma das mais importantes doencas oculares que afetam bovinos,
trata-se de uma enfermidade estacional, com distribuigdo mundial e prevaléncia
elevada, principalmente na raca Hereford (GIL TURNES, 2001). O agente etiol6gico
da CIB é Moraxella bovis, uma bactéria Gram-negativa, amplamente disseminada e
altamente contagiosa (McCONNEL et al., 2007).

A conduta terapéutica e profilatica frente a CIB inclui o uso de antimicrobianos
e vacinas, respectivamente. No entanto, a profilaxia €, em geral, prejudicada por
situacbes de ineficacia de vacinas comercialmente disponiveis para CIB
(O’'CONNOR et al., 2011). Brown et al. (1998) explanaram em seu estudo que a
ineficiéncia das vacinas pode se dar pela variacdo genética e antigénica entre as
cepas de Moraxella bovis e a presenca de outros microrganismos envolvidos na
enfermidade. A variabilidade genética bacteriana pode ser confirmada por estudos
dos fragmentos de DNA de tamanhos distintos, gerados a partir da amplificacdo de
sequéncias repetidas existentes no genoma bacteriano, por meio da utilizagdo de
oligonucleotideos especificos pelo PCR (SAIKI et al., 1988).

Tradicionalmente, os programas de melhoramento genético em bovinos de
corte priorizaram caracteristicas relacionadas a capacidade de crescimento e a
eficiéncia reprodutiva dos animais (O'NEILL et al., 2010; DECKER et al., 2012).
Como alternativas para manter-se competitivo no mercado da carne, além das
caracteristicas tradicionalmente enfatizadas, estdo sendo consideradas nas
avaliacbes genéticas caracteristicas relacionadas a eficiéncia alimentar e a

resisténcia dos animais a adversidades ambientais, doencas e parasitas (CARDOSO
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et al., 2013; NIETO et al., 2013). Nesse contexto o melhoramento animal tem acao
fundamental para o aumento da eficiéncia produtiva e adaptacdo ao ambiente,
incluindo resisténcia a enfermidades, sem necessidade de requerer grandes
investimentos e intensificacdo do uso de insumos.

Para planejar e executar um programa de melhoramento genético de bovinos
de corte se faz necessario estimar parametros genéticos, com base em dados
fenotipicos e de pedigree, sujeitos a influéncias ambientais e de manejo (FREITAS,
2000). Conhecer os parametros genéticos das caracteristicas a serem utilizadas
como critérios de selecdo é de fundamental importancia, pois com sua estimacédo é
possivel predizer respostas diretas e correlacionadas a selecéo, elaborar indices e
predizer o valor genético dos animais (FARIA et al., 2007).

Com o advento do sequenciamento do genoma bovino (ELSIK, et al., 2009) e a
evolucdo das tecnologias voltadas para a genética molecular, inimeros
polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP — Single Nucleotide Polymorphism)
foram descobertos ao longo de todo o genoma desta espécie, auxiliando assim na
identificacdo de regibes cromossomicas (QTL - Quantitative Trait Loci), que contém
genes que influenciam na expressao de fenoétipos (FALCONER e MACKAY, 1996).
Tais estudos sdo denominados estudos de associacdo ampla do genoma (GWAS -
Genome-Wide Association Study), os quais possibilitam a identificacdo de SNPs
relacionados as caracteristicas estudadas. Desta forma estes estudos podem
explicar parte da variacdo genética de determinado fendtipo e indicam o0s
marcadores fortemente associados ao fenétipo, ou seja, em desequilibrio de ligacédo
com o0s genes que afetam a caracteristica em questdao (GODDARD e HAYES, 2009).



18

2 Reviséo de literatura
2.1 Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina
2.1.1 Epidemiologia

A Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina (CIB) é uma das doencas oculares
mais frequentemente detectada em ruminantes (TORRES, 2013). Esta enfermidade
foi diagnosticada na maioria dos estados brasileiros e estd amplamente disseminada
na regido sul do Rio Grande do Sul (GIL TURNES, 2001), afetando principalmente
animais de racas europeias (CONCEICAO e TURNES, 2003).

Embora a mortalidade por CIB ndo seja elevada, os prejuizos ocasionados
sao representados pela reducdo no ganho de peso, queda na producao de leite dos
animais, gastos com tratamentos repetitivos, desvalorizacdo comercial e eventuais
descartes de animais que apresentam sequelas oculares graves e permanentes
(GEORGE, 1990; McCONNEL et al., 2007). E caracterizada por alta morbidade, pois
pode afetar até 80% do rebanho (POSTMA et al., 2008).

Trata-se de uma doenca estacional, com distribuicdo mundial e, geralmente,
com prevaléncia elevada (McCONNEL et al.,, 2007). Afeta animais de todas as
idades, porém, animais jovens sao geralmente mais suscetiveis (KILLINGER, 1977).
Segundo Snowder et al. (2005), todas as racas bovinas sédo suscetiveis a infeccao,
porém a incidéncia de CIB é maior na raca Hereford. Estes mesmos autores relatam
em seus estudos com bovinos de raca Hereford, que a correlacdo fenotipica e
genotipica entre pigmentacdo ocular e a incidéncia ou resisténcia a CIB foi muito
pequena, porém existente (SNOWDER et al., 2005). Outro fator colaborador para a
maior incidéncia de CIB em animais Hereford é a ineficiente acdo bactericida da
solucéo lacrimal (SNOWDER et al., 2005).

A CIB comumente ocorre em forma de surtos, podendo apresentar curso
agudo, subagudo e crénico, que pode acometer um ou ambos os olhos (PUNCH et
al., 1985). Esta enfermidade é transmitida por contato direto entre os animais ou por
vetores. Os surtos sdo mais frequentes no fim do verdo e inicio de outono,
coincidindo com o aumento da populacdo de moscas, que transmitem a bactéria a
animais suscetiveis (GERHARD et al., 1982). Além disso, poeira, altura de
pastagens e de ervas daninhas, alimentacdo pulverulenta, incidéncia solar (raios
UV), bem como a sobrecarga populacional, tendem a favorecer a ocorréncia da CIB
(CHAVES et al., 2008; BROWN e ADKINS, 1972). Alguns fatores podem atuar na
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patogenicidade da doenca, sé&o eles: estacdo do ano, irritacdo mecanica, resposta
imune do hospedeiro, patbgenos concorrentes, fatores ambientais e as diferencas
entre os isolados de Moraxella bovis principalmente em relagdo aos mecanismos de
viruléncia (FRISCH, 1975; WARD e NEILSON, 1979; ALEXANDER, 2010).

2.1.2 Etiologia

A CIB tem como agente etiolégico Moraxella bovis (HENSON e GRUMBLES,
1960) unica bactéria capaz de reproduzir a doenca de acordo com os postulados de
Koch (KODJO et al., 1994). Postulados de Koch (1881) baseia-se na sequéncia de
procedimentos utilizados para se estabelecer a relagcdo causal entre um
microrganismo e uma determinada doenca (CASTILLO et al., 2007).

Estudos realizados sugerem que outras bactérias do género Moraxella
possam estar associadas a CIB (ANGELOS, 2010a, 2010b). Esta suspeita se apoia
no relato de isolamento de microrganismos semelhantes a Moraxella bovis nas
lesbes de CIB. Por muito tempo a suspeita foi que esses microrganismos seriam
Moraxella ovis (ELAD et al., 1988). Porém, em 2007 uma nova espécie do género
Moraxella foi isolada das secre¢des oculares e nasais de bovinos afetados pela CIB,
denominada Moraxella bovoculi (ANGELOS et al., 2007a). Com isso, autores
sugerem que a maioria das bactérias isoladas de secre¢Bes oculares de bovinos
com CIB, anteriormente identificados como Moraxella ovis, na verdade devem ser
reclassificadas como Moraxella bovoculi (O'CONNOR et al., 2012).

Embora haja evidéncias circunstanciais da participacdo de Moraxella ovis e
Moraxella bovoculi na patogenia da CIB, ainda ndo foi possivel comprovar a
participacdo na etiologia da doenca (GOULD et al., 2013), pois até o presente
momento ndo foram documentadas tentativas bem-sucedidas de cumprir 0s
postulados de Koch com esta espécie. Com isso seu papel na fisiopatologia da CIB
permanece obscuro (MAIA, 2015). Presume-se que a Moraxella ovis e Moraxella
bovoculi estejam associadas de forma secundéaria ao desenvolvimento da patologia
em questdo (GOULD et al., 2013). Desta forma, Moraxella bovis é o Unico agente

etiolégico reconhecido para essa doenga (ANGELOS, 2010).

2.1.3 Fisiopatogénia

Moraxella bovis possui varios fatores de viruléncia para burlar o sistema

imunologico do hospedeiro, porém apenas dois sdo determinantes para causar a
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doenca clinica: a presenca de fimbrias (pili) na superficie da célula bacteriana e a
secrecdo de toxina com propriedades hemoliticas e leucoliticas (POSTMA et al.,
2008).

As fimbrias de Moraxella bovis constituem um dos fatores primarios da
patogenicidade, pois permitem a aderéncia da bactéria na mucosa ocular do
hospedeiro, evitando que o microrganismo seja removido por secrecdes oculares e
pelo ato de piscar (CHANDLER et al., 1981; POSTMA et al., 2008). S&o capazes de
promover a infeccdo ocular e desencadear os sinais clinicos de CIB apenas as
cepas que apresentarem essas estruturas de aderéncia em sua superficie
(CHANDLER et al., 1979). Calcutt et al. (2014) observaram que o gene do pilus tipo
IV, relevante para a coloniza¢édo do hospedeiro, esta presente na Moraxella bovoculi,
mas ainda ndo se tem relatos em Moraxella ovis. Marrs et al. (1988) identificaram
dois tipos de pili com funcionalidades distintas denominados B e a. O pili B é
responsavel pelo aumento da fixacdo das bactérias a cornea bovina e o pili a
propicia a persisténcia da bactéria no local por mais tempo mantendo a infeccado ja
estabelecida (MAIA, 2015). As cepas de Moraxella bovis que possuem pili do tipo B
sdo mais patogénicas que as cepas que possuem pili do tipo a (RUEH et al., 1988;
RUEH et al., 1993).

Além das fimbrias, as cepas patogénicas de Moraxella bovis sintetizam uma
citotoxina denominada B hemolisina, que tem papel fundamental na patogenia da
CIB. Frequentemente cepas ndo hemoliticas sao isoladas de secrec¢des oculares ou
nasais de bovinos e, geralmente, ndo estdo associadas com a doenca clinica
(BROWN et al., 1998). Alguns estudos apontam que cepas hemoliticas de Moraxella
bovis produzem citotoxina que perfuram a membrana citoplasmatica das células alvo
(epiteliais, leucdcitos, hemacias), o que leva a necrose e perda do epitélio da cornea
(Ulcera de cérnea) (ANGELOS et al., 2001). Moraxella ovis e Moraxella bovoculi
apresentam o gene codificador da citotoxina (ANGELOS et al., 2007b), bem como
todo o operon RTX encontrado nas cepas patogénicas de Moraxella bovis
(ANGELOS et al., 2003).

2.1.4 Sinais clinicos

Os primeiros sinais clinicos da CIB desencadeiam-se quando cepas
patogénicas de Moraxella spp. sintetizam fimbrias de aderéncia. As fimbrias séo

capazes de reconhecer receptores especificos presentes na conjuntiva, aderindo-se
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as células (GIL TURNES, 2001). Citotoxinas com atividade enzimética provocam
lesBes na cérnea beneficiando a entrada das bactérias, levando a uma modificacéo
na disposicdo das fibras de colageno e a necrose celular (ARAUJO e RICCIARDI,
1988). A lise celular estimula um processo inflamatério que gera edema de cérnea e
provoca migracdo de células inflamatorias (GIL TURNES, 2001). Durante essa
sucessao de eventos a gravidade das lesGes oculares varia de sinais clinicos leves a
casos mais graves, que apresentam lacrimejamento intenso, fotofobia, inchaco
conjuntival, opacidade no centro da cornea (nébula) e ulceracdo (1 a 4 mm de
diametro) (POSTMA et al., 2008). De acordo com o progresso da doenca pode-se
diagnosticar cegueira temporaria. Caso ocorra a ruptura da cérnea a cegueira é
permanente no individuo (GIL TURNES, 2007). Tornam-se portadores crénicos
agueles animais que se recuperam dos sinais clinicos. ApOs a cicatrizacdo da

cornea pode haver a formagéo de uma leve cicatriz (MAIA, 2015).

2.1.5 Diagnostico
2.1.5.1 Diagndstico clinico

LesBes que se originam na area central da cérnea e que progridem de forma
centrifuga facilitam o diagndstico de CIB. O diagndstico final é feito a partir do

isolamento e identificacdo bacteriolégica da Moraxella bovis (MAIA, 2015).

2.1.5.2 Diagndéstico laboratorial

O material utilizado para a comprovacdo do diagndstico laboratorial sdo os
fluidos oculares e nasais de animais na fase inicial da doenca. E imprescindivel que
esta coleta seja realizada no inicio do surto e em animais apresentando lesdes
iniciais, pois com a evolu¢do da doenca pode ocorrer contaminacdo da lesdao por
outras bactérias, o que acaba dificultando a identificacdo das bactérias associadas a
doenca (GASPAR et al., 2015).

O esquema de identificagdo bacteriolégica classica € baseado em um padréo
de caracteristicas, capaz de diferenciar um microrganismo de outros e identifica-lo

exclusivamente dentro do grupo a que pertence (MELO, 2014).

2.1.5.2.1 Andlise morfo-tintorial e testes bioquimicos

Os métodos classicos de identificacdo bacteriologica incluem a caracterizacao

morfologica da bactéria e de suas colbnias, coloracdo de Gram, condi¢cdes de
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crescimento em meios seletivos, potencial para assimilacdo de certos acucares,
ocorréncia de reac¢fes bioquimicas especificas, entre outras (SUTTON e CUNDELL,
2004).

As bactérias do género Moraxella, pertencentes a classe das Proteobacterias
(ROSSAU et al.,, 1991), sdo caracterizadas como gram negativas, na forma de
bastonetes curtos, cocobacilos ou cocos, que geralmente ocorrem aos pares
(diplococos) (ANGELOS, 2010b). Os testes bioquimicos revelam reacfes positivas
para a producdo de oxidase e catalase, porém, alguns autores consideram variavel
para producdo de catalase (VAN HALDEREN e HENTON, 2004) e negativa para
fermentacao de carboidratos (BROWN et al., 1998).

As caracteristicas morfologicas das coldnias quando estriadas em agar
sangue sao as mesmas para todos os membros do género Moraxella (GOMES,
2012). Formam colbnias arredondadas, lisas, com 1 a 3 mm de diametro, levemente
esbranquigadas e com um estreito halo de 3-hemdélise (PUGH e HUGHES, 1966).

O diagndstico laboratorial € complexo, exigindo conhecimento especializado
na area, podendo ser orientado pelos principais testes aplicados para caracterizacao

da Moraxella spp. (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas diferenciais entre espécies de Moraxella spp.

Anélise Laboratorial M. bovis M. bovoculi M. ovis
Morfologia CB-B DC C
Hemodlise + +

Oxidase + + +
Catalase (+/-) + +
Reducéo de nitratos - + +
Liquefacdo da gelatina + - -
Fenilalanina desaminase - + -

CB = Cocobacilos / B= Bacilos / DC = Diplococos / C = Cocos / (-) = Reagdo negativa / (+) = Reacédo
positiva / (+/-) = Variavel.
Fonte: adaptado de GOMES, (2012) e ANGELOS et al., (2007a).

A espécie Moraxella bovis apresenta pleomorfismo variado, exibindo-se aos
pares ou em cadeias curtas de cocos, cocobacilos e bacilos (CONCEICAO e
TURNES, 2003). De acordo com os testes bioquimicos, é positiva para oxidase e
variavel para catalase, nao reduz nitratos e degrada gelatina (BROWN et al., 1998).

As bactérias Moraxella ovis e Moraxella bovoculi sédo caracterizadas como
cocos, que geralmente ocorrem aos pares (diplococos) (GOMES, 2012; ANGELOS
et al, 2007a). Moraxella bovoculi pode ser diferenciada de Moraxella bovis e

Moraxella ovis pelo teste de fenilalanina desaminase (PADase), sendo a Moraxella
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bovoculi PADase positiva enquanto a Moraxella bovis e Moraxella ovis PADase
negativa (ANGELOS e BALL, 2007).

Outro teste bioquimico aplicado para diferenciacdo bacterioldgica é o da
liquefacdo da gelatina. Este teste é baseado na determinagédo a capacidade de um
organismo em liguefazer a gelatina, pela producdo de enzimas proteoliticas, as
gelatinases (ANVISA, 2004). Moraxella bovis é positiva e Moraxella bovoculi e
Moraxella ovis sdo negativas para esta reacao.

Embora apenas a caracterizacdo bioquimica néo seja suficiente para
identificar espécies bacterianas de forma segura (CARBONNELLE et al., 2011), esta
caracterizacdo € muito (til para que sejam verificadas as caracteristicas fisiolégicas
das bactérias isoladas, as quais permitem a otimizacdo de seu cultivo in vitro,
permitindo a obtencdo de melhores resultados por meio de outras técnicas mais

precisas.

2.1.5.2.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para a diferenciacdo entre

espécies de Moraxella spp.

Uma alternativa para um diagnéstico confidvel se da pela identificacdo da
espécie de Moraxella spp. por testes moleculares (MAIA, 2015). Para diferenciar
Moraxella bovis, Moraxella bovoculi e Moraxella ovis foi desenvolvido um método
utilizando PCR (reacdo em cadeia da polimerase) e enzimas de restricdo (que atuam
sobre sequéncias especificas de DNA) (ANGELOS e BALL, 2007).

A técnica de PCR consiste na amplificacdo de sequéncias especificas de
DNA por meio de uma simples reagdo quimica in vitro. A técnica baseia-se em ciclos
repetitivos de trés reagdes que ocorrem em diferentes temperaturas, em um mesmo
tubo e na presenca de reagentes termoestaveis. Adiciona-se na sequéncia
especifica de DNA a ser amplificada, os reagentes iniciadores, que sao dois
pequenos oligonucleotideos denominados primers, sintetizados para serem
complementares as sequéncias conhecidas do DNA-alvo, acrescenta-se também
grande quantidade dos quatro desoxirribonucleosideos trifosfatados (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) e a enzima termoestavel Tag DNA-polimerase, isolada de bactéria
termofilica (EISENSTEIN, 1990).

Na técnica de PCR, conforme Angelos e Ball (2007), os amplicons de 650pb
(pares de base) correspondem a Moraxella bovis e 600pb a Moraxella bovoculi ou

Moraxella ovis. Para a diferenciacdo das espécies de Moraxella utiliza-se uma



24

enzima de restricdo (Afal) que cliva somente o DNA amplificado da regido
intergénica 16S-23S da Moraxella bovoculi (600pb) em um Unico sitio de restricao.
Ou seja, para esta espécie, o DNA amplificado € digerido pela enzima de restricao
resultando em dois fragmentos de 150 e 450pb. Por outro lado, os amplicons de
Moraxella bovis e Moraxella ovis ndo séo cortados pela enzima de restricdo e se
mantém como uma unica banda no gel (ANGELOS e BALL 2007).

2.1.5.2.3 MALDI - TOF: auxiliando no diagnostico da CIB

Além dos testes bioquimicos e moleculares, existe um novo método para a
investigacdo e identificacdo rapida da maioria das bactérias patogénicas. Este
método € denominado espectrometria de massas (Mass Spectrometry - MS) com
fonte de ionizacdo e dessorcéo a laser assistida por matriz (Matrix Assisted Laser
Desorption/ lonization - MALDI) e analisador de massas do tipo tempo-de-voo (Time
of Flight - TOF) (MALDI-TOF) (STEVENSON, et al. 2010). A técnica de baseia-se em
detectar a relacdo de massa/carga de um analito (ANGELETTI, 2017), permitindo a
reprodutibilidade de espectros, possibilitando comparar o espectro de massas,
obtido em poucos segundos, com os de referéncias de cepas conhecidas,
proporcionando a deteccdo da bactéria patogénica com mais rapidez do que 0s
métodos convencionais (SIUZDAK, 2006), auxiliando assim em um diagndstico
rapido e preciso (GOULART e RESENDE, 2013) da CIB.

2.1.6 Controle e profilaxia

Apos mais de um século do primeiro relato de CIB, as medidas de controle e
profilaxia disponiveis ainda tém suas limitagdes (CONCEICAO e TURNES, 2003). As
medidas terapéuticas podem ser influenciadas por inumeros fatores, entre eles:
eficacia dos antimicrobianos, custos, exigéncia e disponibilidade de trabalho e
qualidade das instalacdes e assisténcia técnica (McCONNEL et al., 2007).

Os animais com sinais clinicos de CIB devem ser isolados e prontamente
tratados, evitando desta forma que ocorram lesbes permanentes de cOrnea do
animal (COSTA et al.,, 2008), porém essa medida ndo garante a erradicacdo do
estado de animal portador da enfermidade (BROWN et al., 1998). Segundo Gil
Turnes (2001) a administragdo do antimicrobiano deve ser por via parenteral ou
aplicado nas glandulas lacrimais, ou de forma tépica no saco conjuntival. No geral

utiliza-se a administracdo de antibioticos e antiflamatorios na forma de tratamento
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topicos (aerossois, pomadas ou po oftalmo) (BLOOD e RADOSTITS, 1992). Porém,
o efeito lacrimal auxilia na retirada do produto da conjuntiva e cérnea dos animais,
fazendo-se necessario repetir as aplicagbes (TORRES, 2013). Outra forma de
administracdo de antibidticos e antiflamatdérios € por via parenteral sistémica, na qual
oxitetraciclina, penicilina e florfenicol sédo os farmacos amplamente utilizados e séo
relatados como eficazes no tratamento desta enfermidade (ALLEN et al., 1995;
EASTMAN et al., 1998; ANGELOS et al., 2000; GOKCE et al., 2002).

A medida profilatica mais comumente aplicada para proteger os animais da
CIB é a vacinacdo (MABONI, 2013), no entanto, frequentemente a protecao induzida
pela vacina ndo é satisfatéria. (BURNS e O’'CONNOR, 2008). Estudos realizados
nos Estados Unidos por Funk et al. (2009) e O’Connor et al. (2011) com vacinas
autdgenas contendo antigenos de Moraxella bovis, Moraxella bovoculi e Moraxella
ovis em rebanhos bovinos, sugerem que essas vacinas Sdo, ha maior parte,
ineficazes no controle de CIB. De modo igual, Angelos et al. (2010) em estudos com
vacinas recombinantes apenas com antigenos de Moraxella bovoculi constataram
que esse tipo de vacina nao € eficaz no controle de CIB associada a Moraxella
bovoculi e Moraxella bovis.

E também indicado o controle das moscas que atuam como vetor mecanico
da enfermidade para se reduzir a incidéncia de CIB (REBHUN, 2000).

2.1.7 Susceptibilidade aos antimicrobianos

Antimicrobianos séo largamente utilizados para o tratamento de casos clinicos
de CIB, sendo a Moraxella spp. sensivel a maioria dos farmacos. Sabe-se que
existem diferencas nos padrbes de suscetibilidade entre cepas isoladas em locais
distintos, de um mesmo rebanho, ao longo de um surto ou de um mesmo animal
(GIL TURNES e ALBUQUERQUE, 1984).

Estudos revelam que a Moraxella bovis é frequentemente sensivel a
ampicilina, cefalosporina, estreptomicina, gentamicina, neomicina, nitrofurantoina,
rifampicina e tetraciclina, sendo que, a resisténcia foi relatada a eritromicina,
lincomicina e novobiocina (BROWN et al., 1998; CONCEICAO et al., 2004). Até o
presente momento nada consta na literatura cientifica sobre estudos acerca do perfil
de suscetibilidade de cepas brasileiras de Moraxella bovoculi e Moraxella ovis. Nos
Estados Unidos, Angelos et al. (2011) testaram a suscetibilidade da Moraxella

bovoculi frente a antimicrobianos. De acordo com os resultados encontrados, o perfil
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de suscetibilidade para as cepas de Moraxella bovoculi ndo difere dos ja
encontrados para Moraxella bovis.

E fundamental conhecer o perfil de susceptibilidade das cepas circulantes em
determinada regido frente aos varios antimicrobianos existentes, para que, se a
enfermidade ocorrer, o tratamento realizado seja 0 mais adequado possivel, de
modo a prevenir a selecdo de cepas de Moraxella spp. resistentes aos principais

farmacos usados no tratamento dessa enfermidade.

2.1.8 Diversidade genética em Moraxella spp.

Todas as vacinas comercialmente disponiveis no mercado brasileiro possuem
apenas antigenos de Moraxella bovis em suas formulagbes, uma vez que é
considerada a causadora primaria da CIB. Esse pode ser um dos motivos pelo qual
a efetividade das vacinas no controle de CIB é questionavel (O'CONNOR et al.,
2011). Outras possiveis razdes para a ineficiéncia das vacinais incluem: a variacao
genética e antigénica entre as cepas de Moraxella bovis e a presenca de outros
microrganismos envolvidos na enfermidade (BROWN et al.,, 1998). A protecao
irregular conferida pelas vacinas frente a CIB motivou varios estudos sobre a
biologia dos agentes etioldégicos associados a doenca, incluindo analises de
proteinas de membrana externa (OMP, outer membrane proteins), lipopolissacarideo
(LPS), pili e citotoxina ou susceptibilidade a antibiéticos (PRIETO et al., 1999;
ANGELOS e BALL, 2007).

Com o advento das técnicas de biologia molecular, diversos estudos tém sido
conduzidos com o objetivo de determinar a diversidade genética entre cepas de
Moraxella bovis originarias de diferentes regides geograficas (MARRS et al., 1985;
PRIETO et al., 1999; CONCEICAO, 2002; SOSA e ZUNIZO, 2013).

A variabilidade genética bacteriana pode ser confirmada pelo estudo dos
fragmentos de DNA de tamanhos distintos, gerados a partir da amplificagdo de
sequéncias repetidas existentes no genoma bacteriano, pelo uso de
oligonucleotideos especificos, por PCR (SAIKI et al., 1988).

A analise de amplificacdo randémica de DNA polimorfico (RAPD), do inglés
random amplification of polymorphic, € uma derivacdo do processo de PCR que
envolve a amplificacdo do DNA genbmico utilizando primers oligonucleotideos
anicos, curtos (10 nucleotideos) e de sequéncia aleatoria (LEAL, 2010). Esta técnica

pode ser utilizada para o estudo de qualquer organismo, permitindo fazer
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comparacdes sobre a diversidade genética e estrutura de populacdes entre
organismos diferentes (TIBAYRENC, 1995). Essa ferramenta foi utilizada por
Conceicéo (2002) com sucesso para detectar perfis moleculares de trinta isolados
de Moraxella bovis recuperados de surtos de CIB ocorridos entre 1974 e 2001 na
Argentina, Brasil e Uruguai, onde 48% das bactérias isoladas apresentaram perfis
moleculares diferentes dos de cepas vacinais utilizadas na regido, indicando uma
possivel pressao de selecédo pelas vacinas ao longo do periodo estudado. A técnica
de RAPD-PCR também foi empregada para verificar a existéncia de diversidade
genética em plantas (RAFALSKY e TINGEY, 1993), parasitas (MURPHY e PELLEC,
1994), microrganismos (CHATELLIER et al.,, 1997, CAMPBELL et al., 2000) e
animais (BOWLAND et al., 2001).

A técnica molecular do tipo ERIC (do inglés, enterobacterial repetitive
intergenic consensus)-PCR também é empregada para identificar as variacdes
genéticas existentes entre isolados de Moraxella bovis. Em estudos na Argentina,
Prieto et al. (1999) estudaram a diversidade genética de 55 isolados de Moraxella
bovis por meio de primers para ERIC-PCR. Estes autores observaram que a
populacdo estudada, formada por cinco grupos genéticos, era relativamente
homogénea. Até agora as impressdes digitais de RAPD-PCR e ERIC-PCR foram
usadas para verificar a variabilidade genética entre estirpes de Moraxella bovis em
estudos focados na epidemiologia da CIB (PRIETO et al., 1999; CONCEICAO et al.,
2004). Sosa e Zunino (2013) em um estudo com cepas de Moraxella bovis e
Moraxella bovoculi, utilizaram o DNA gendmico dos diferentes isolados para as
andlises de RAPD-PCR, ERIC-PCR e BOX-PCR, e o resultado deste trabalho
confirmou a alta diversidade genética entre os isolados de Moraxella bovis e
Moraxella bovoculi, o que pode ser um problema sério para a formulagédo de vacinas

efetivas contra a CIB.

2.2 Melhoramento genético de bovinos de corte

Os desafios impostos a bovinocultura de corte no Brasil exigem constantes
buscas por aprimoramento de tecnologias visando melhorar os sistemas de
producdo e qualidade de produto final. Com todos esses desafios torna-se
indispensavel a obtencéo e implementacéo de alternativas que permitam otimizar os

indices zootécnicos dos rebanhos nacionais. Nesse contexto, o melhoramento
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genético é uma ferramenta que visa o aumento e a melhoria da produtividade de um
animal em determinado ambiente (FERRAZ e ELER, 2010).

Os programas de melhoramento de bovinos de corte tém focado em objetivos
e critérios de selecédo cada vez mais alinhados com a demanda da cadeia produtiva
da carne, bem como dos consumidores. Objetivo de selecdo entende-se pela
estipulacdo de atributos de carater econémico que se busca nos individuos (LOPES,
2011). Constituido o objetivo do programa de melhoramento genético animal, &
necessario definir os critérios de selecdo que sdo as caracteristicas reprodutivas,
produtivas ou morfoldégicas com base nas quais os animais séo escolhidos (LOPES,
2011). Os critérios de selecdo podem ser definidos por meio das informacdes sobre
parametros genéticos (herdabilidade e correlacbes genéticas) e fendtipos
(correlacdes fenotipicas) associados as caracteristicas envolvidas no melhoramento.

O desempenho produtivo de um animal é influenciado por vérios fatores
ambientais (exemplo: nutricdo, manejo, sanidade, etc.), pela composicdo do seu
genatipo e pela interacao entre estes dois fatores (CARDOSO, 2007). A genética é
um dos importantes fatores para a maximizacdo dos ganhos na produtividade. Com
isso, torna-se indispensavel a utilizacdo de estratégias adequadas de selecdo e
acasalamento dos animais de acordo com os objetivos de cada rebanho.

O melhoramento genético tem como principal objetivo aumentar o
desempenho de caracteristicas produtivas e favoraveis a determinada populacéo.
Isso € possivel por meio do aumento da frequéncia génica desejavel, ou ainda,
redistribuicdo desses genes no rebanho. Selecdo e sistemas de acasalamento sao
ferramentas utilizadas no melhoramento animal. Com elas & possivel promover
mudanc¢as na constituicdo genética de uma populacdo, e assim, fundamentar a
escolha dos animais que produzirdo filhos na proxima geracdo, ou seja, auxiliar na
decisdo de quais individuos poderdo contribuir com a constituicdo genética da
geracao seguinte.

Em sintese, o objetivo dos programas de melhoramento genético é obter uma
populacdo com um genotipo superior, buscando avangos consideraveis na produgéo
de animais cada vez mais eficientes e adaptados ao meio (BARON, 2000). Apesar
de ndo apresentar ganhos expressivos momentaneos, o melhoramento genético
permite ganhos constantes de geracdo em geracdo (CARDELLINO e ROVIRA,
1987), sem custos excessivos (CARDOSO, 2007).
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O melhoramento genético animal no Brasil, até o inicio de década 80, era
baseado na selecdo de animais pela sua aparéncia (fenétipo). Apds esse periodo,
comecaram a empregar as avaliacdes genéticas, por meio dos modelos mistos, com
informacBes de fendtipo e pedigree (parentesco). Atualmente, as informacdes
obtidas de dados genbmicos vem sendo uma nova estratégia utilizada nos
programas de melhoramento animal, com aplicacdo da selecdo assistida por
marcadores moleculares (ALENCAR, 2010).

2.2.1 Parametros genéticos

O conhecimento dos componentes de variancia fenotipica, resultado da acao
conjunta dos efeitos genéticos e de ambiente, é de grande importancia para a
escolha dos métodos de melhoramento e para a predicao dos ganhos com sele¢céo
(ROSSMANN, 2001). Os efeitos ambientais mascaram o mérito genético dos
individuos; assim, quanto maior a proporcao da variabilidade decorrente dos efeitos
ambientais em relacdo a variabilidade total, maior sera o esforco para se selecionar
gendtipos superiores (BOREM, 1998). A variancia fenotipica pode ser conhecida a
partir das estimativas de herdabilidade, dos coeficientes de correlacao fenotipica,
genotipica e ambiental, das variancias genotipicas e fenotipicas entre outros
parametros genéticos, que refletem a natureza do material genético e a acédo do
ambiente, permitindo assim, no auxilio da definicdo das estratégias de
melhoramento que devem der adotadas (ROSSMANN, 2001).

A herdabilidade é de fundamental importancia para a estimacdo dos ganhos
genéticos e para a escolha dos métodos de selecdo a serem aplicados (REIS,
2000), uma vez que é capaz de separar as diferencas genéticas das ndo genéticas
(ambientais) entre individuos. Rodrigues (2006) e Kizilkaya et al (2013) encontraram
estimativa de herdabilidade para susceptibilidade a CIB em animais da raca Angus
de 0,06 a 0,10. Snowder et al. (2005), em trabalhos anteriores estimaram a

herdabilidade da caracteristica para a raca Hereford em 0,28.
2.2.2 Marcadores moleculares no melhoramento genético animal

Os marcadores moleculares sao polimorfismos de nucleotideos ou de
sequéncias de nucleotideos com posicdo conhecida no genoma. A partir desses
marcadores € possivel detectar e localizar genes (regides do genoma) também

polimorficos que afetam a expressao de caracteristicas de interesse econémico.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kizilkaya%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23530766
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A utilizacdo dos marcadores genéticos em programas de melhoramento
animal iniciou na década de 90 (SOUZA, 2013) e surgiu como uma ferramenta para
auxiliar os melhoristas na selecédo de genotipos superiores (MORO, 2010). Segundo
Nascimento (2010), os resultados obtidos com a genética molecular auxiliam para
gue um programa de melhoramento seja eficaz e preciso.

Com o advento do sequenciamento do genoma bovino (ELSIK, et al., 2009),
inimeros polimorfismos de nucleotideos uUnicos (SNP) foram descobertos. Os
marcadores genéticos do tipo SNP se baseiam nas alteracdes mais elementares da
molécula de DNA, isto é, modificacbes em apenas uma das bases nitrogenadas
(Adenina, Citosina, Timina e/ ou Guanina) na sequéncia genética de um individuo
em comparacdo com um genoma referéncia (SOUZA, 2013). Em virtude disso,
atualmente estdo disponiveis comercialmente algumas opcfes para genotipagem de
bovinos com painéis de SNP, sdo exemplos: lllumina BovineSNP50 (MATUKUMALLI
et al., 2009) BovineHD (ILLUMINA, 2011), Bovine3K (ILLUMINA, 2011) e a
Affymetrix BOS 1 (AFFYMETRIX, 2011).

2.3 Estudos de associacdes ampla do genoma (GWAS)

As informacbGes fornecidas pelos marcadores moleculares podem ser
utilizadas no processo de identificacdo de regides do genoma relacionadas com a
expressdo das caracteristicas de interesse, através de um estudo de associacao
ampla do genoma (GWAS) (HAYES e GODDARD, 2010; HAYES et al., 2013). Os
caracteres quantitativos de interesse zootécnico sdo, em sua maioria, resultantes da
acao conjunta de varios genes, o que implica em forte influéncia ambiental na
expressao fenotipica.

Andlises envolvendo marcadores moleculares possibilitaram grande avanco
no estudo de caracteristicas quantitativas, principalmente na elaboracdo de mapas
genéticos. Esta abordagem ficou conhecida como mapeamento de QTLs. A
denominacdo QTL (Quantitative Trait Loci) & utilizada para nomear as regides
cromossOmicas que contém genes (ou locos) que controlam esses caracteres
guantitativos (FALCONER e MACKAY, 1996), importantes para espécies animais,
permitindo a utilizacéo de valores genémicos (PAUSCH et al., 2012).

Com isso, os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) utilizam uma
grande quantidade de marcadores do tipo SNP espalhados por todo o genoma para

identificar possiveis associacdes entre regides cromossdmicas e os fenoétipos de
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interesse, e supdem que uma determinada mutacdo relacionada a expresséo da
caracteristica esteja fortemente ligada (em desequilibrio de ligacdo) com alguns
marcadores (MENEZES et al., 2013). O LD (Linkage Desequilibrium - LD) € uma
medida estatistica da associacdo entre alelos de diferentes locos, ou seja, esta
medida descreve a associacdo ndo aleatéria entre dois ou mais locos no mesmo
cromossomo (ARDLIE et al., 2002).
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3 Objetivos

Objetivo geral

Caracterizar fenotipica e genotipicamente animais da raca Hereford durante

surtos de Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina (CIB).

Obijetivos especificos

Acompanhar surtos de CIB em animais da raca Hereford, para identificar
animais que adoeceram e a evolucdo da doenca nos mesmos, por meio de
atribuicdo de escores as lesdes;

Isolar bactérias do género Moraxella spp. para a determinacdo do agente
etiolégico;

Caracterizar a diversidade genética das cepas de Moraxella spp. isoladas dos
surtos ;

Estimar a correlacéo entre pigmentacao ocular e susceptibilidade a CIB;
Estimar a herdabilidade da susceptibilidade para CIB utilizando métodos de
genética quantitativa (modelo limiar);

Fazer estudo de associacdo genética ampla de marcadores genéticos com a
susceptibilidade a CIB.
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4 Capitulo 1 - Comparacdo entre diferentes técnicas de identificacdo
bacterioldégica de cepas de Moraxella spp. envolvidas em casos clinicos de

Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina em bovinos da raca Hereford
4.1 Introducao

A Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina (CIB) é uma das principais doencas
oculares que afetam os bovinos no mundo. Trata-se de uma doencga estacional, com
distribuicdo mundial e com prevaléncia elevada em algumas racas, dentre as quais
pode-se destacar a raca Hereford (GIL TURNES, 2001). Em propriedades onde a
CIB é endémica, as taxas de incidéncia sdo maiores nos animais jovens
(KILLINGER, 1977). No Rio Grande do Sul, os surtos de CIB apresentam taxas mais
altas no fim do verdo e inicio de outono, coincidindo com o aumento da populacao
de moscas que transmitem a bactéria a animais suscetiveis (GERHARD et al.,
1982).

O agente etiolégico causador da CIB é Moraxella bovis, embora haja
evidéncias circunstanciais da participacdo de Moraxella ovis e Moraxella bovoculi na
patogenia da CIB. A participacdo destas outras espécies na etiologia da doenca
ainda néo foi confirmada (GOULD et al., 2013) pois, até o presente momento, nao
foram documentadas tentativas bem-sucedidas de cumprir os postulados de Koch
com estas espécies. Com isso seus papé€is na fisiopatologia do CIB permanecem
obscuros (MAIA, 2015).

O diagnéstico definitivo para CIB € realizado pelo isolamento e identificacdo
do agente bacteriano a partir de secrec¢des colhidas adequadamente do olho e/ou
cavidade nasal, conhecido normalmente como exame bacteriolégico ou cultura
(MARTINEZ e TADEI, 2005). Os métodos classicos de identificacdo bacterioldgica
incluem a caracterizagdo morfolégica da bactéria e de suas col6nias, coloracdo de
Gram, condi¢cbes de crescimento em meios seletivos, potencial para assimilacdo de
certos acucares, reacfes bioquimicas especificas, susceptibilidade a antibiéticos,
entre outras (SUTTON e CUNDELL, 2004).

Embora a caracterizacdo morfologica e bioguimica ndo sejam suficientes para
identificar espécies bacterianas de forma segura (CARBONNELLE et al., 2011), esta
caracterizacdo é muito Util para que sejam verificadas as caracteristicas fisiologicas
das bactérias isoladas. Uma alternativa para um diagndéstico confiavel se da pela

identificacdo da espécie de Moraxella spp. por testes moleculares (MAIA, 2015), por
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meio da técnica da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), seguida pela clivagem
por enzimas de restricdo (reconhecem e atuam sobre sequéncias especificas de
DNA) (ANGELOS e BALL, 2007), ou, definitvamente, pelo sequenciamento da
regido intergénica 16S-23S (ANGELOS et al., 2007a).

Além dos testes bioquimicos e moleculares, um novo método de identificagcao
esta sendo empregado para auxiliar no diagnéstico laboratorial de CIB, a
metodologia MALDI-TOF (Espectrometria de massa associada com fonte de
ionizacdo e dessorcao a laser assistida por matriz e analisador de massas do tipo
tempo-de-voo), que vem sendo amplamente utilizado para a identificacdo de
microrganismos (STEVENSON, et al. 2010). A principal caracteristica desta técnica
estd na capacidade de gerar um espectro baseado na massa e na carga dos
componentes proteicos de uma determinada amostra (ANGELETTI, 2017).

Embora a mortalidade por CIB ndo seja elevada, o diagndstico rapido e
preciso é necessario, visto que a doenca pode afetar até 80% do rebanho (POSTMA
et al., 2008). Esta doenca é caracterizada por alta morbidade (POSTMA et al.,
2008), sendo consideraveis o0s prejuizos econdmicos por ela causados (SLATTER et
al., 1982; KIRKPATRICK e LALMAR, 2015).

O presente estudo teve como objetivo comparar diferentes técnicas de
identificacdo bacterioldgica dos agentes envolvidos na CIB, sdo elas: 1) andlises
morfotintorial e testes bioquimicos, 2) MALDI-TOF, 3) PCR e 4) sequenciamento,
para assim poder avaliar a acuracia das analises morfotintorial, testes bioquimicos,
MALDI-TOF e PCR em comparagdo ao sequenciamento da regido intergénica 16S-

23S para a identificacdo de Moraxella spp.

4.2 Material e Métodos
4.2.1 Coleta das amostras

Logo no inicio dos surtos de CIB, nos anos de 2015 a 2017, amostras de
secrecOes oculares e nasais foram coletadas de bovinos Hereford acometidos por
CIB, para possibilitar a identificacdo do agente bacteriologico causador da
enfermidade. Os animais sdo provenientes de oito fazendas, localizadas no sul do
estado do Rio Grande do Sul.

A coleta do material biologico de 90 animais foi realizada com o auxilio de um
suabe esterilizado que, imediatamente apos ser esfregado de forma individual na

fenda palpebral do olho direito (OD) e olho esquerdo (OE), narina direita (ND) e
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narina esquerda (NE) foi inoculado sobre placas com meio agar sangue (meio BHI,
do inglés, Brain Heart Infusion Agar, com 5% de sangue desfibrinado de carneiro),
totalizando 360 amostras coletadas. Apds a coleta do material biolégico as placas
foram encaminhadas para o Laboratorio de doencas Infecciosas da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel) para diagnostico bacteriolégico.

A identificacdo bacteriolégica foi realizada por meio de trés diferentes
técnicas: analises morfotintorial e testes bioquimicos (MACFADDIN, 2000), MALDI-
TOF e reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para fim de comprovacédo molecular
e verificacdo da acurécia dos resultados a técnica de sequenciamento de DNA dos

isolados de Moraxella spp foi empregada.

4.2.2 ldentificagdo bacteriolégica por meio de analises morfotintorial e testes

bioquimicos

As placas semeadas no campo foram incubadas a 37° C por 24 horas. Apés o
crescimento de microrganismos, colénias com caracteristicas de Moraxella spp., ou
seja, pequenas, esbranquicadas e p-hemoliticas, foram ressemeadas em meio agar
sangue para que fossem isoladas (37°C durante 24 horas). Embora possa haver
Moraxella spp. ndo hemolitica, o isolamento foi focado apenas nas colbnias B-
hemoliticas, pois apenas estas sdo patogénicas (BROWN et al., 1998). Com as
colénias puras, com caracteristicas compativeis com as de Moraxella spp., foram
confeccionados esfregacos em laminas. Estes foram corados pelo método de Gram,
conforme recomendacdo do fabricante (Conjunto para coloracdo de Gram -
NewProv®), e visualizados no microscépio éptico, com 1000 vezes de magnificac&o.

Confirmando-se a presenca de bacilos, cocos, cocobacilos ou diplococos
Gram-negativos, a caracterizacdo bacteriologica classica foi continuada pela
realizacdo de testes bioquimicos (hemdlise, oxidase, catalase, reducéo de nitratos e
liquefacéo da gelatina), como apresentado na Tabela 2, de acordo GOMES (2012) e

ANGELOS et al. (2007a), com algumas adaptacoes.
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Tabela 2: Caracteristicas diferenciais entre espécies de Moraxella spp.

Analise Laboratorial M. bovis M. bovoculi M. ovis
Morfologia CB-B DC C
Hemodlise + +

Oxidase + + +
Catalase (+/-) + +
Reducéo de nitratos - + +
Liquefacao da gelatina + - -

CB = Cocobacilos; B= Bacilos; DC = Diplococos; C = Cocos; (-) = Reacao negativa;
(+) = reacao positiva; (+/-) = Variavel.
Fonte: adaptado GOMES, 2012 e ANGELOS et al., 2007a.

4.2.3 Identificacéo bacteriolégica por meio da técnica MALDI-TOF

Como forma de incrementar o método tradicional microbiolégico para detectar
0s agentes etiolégicos da CIB, introduziu-se a técnica de MALDI-TOF. As amostras
foram preparadas a partir de coldnias puras, que foram suspensas em agua ultra
pura, para a lavagem. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (17.000g), por
dois minutos para eliminagcdo do sobrenadante. As coldnias foram ressuspensas em
agua ultra pura (200 pL) e logo apos foram inativadas com 700 pL de etanol
absoluto. Amostras preparadas conforme descrito acima foram encaminhadas para
a Embrapa Gado de Corte (Campo Grande - MS) para identificacdo bacteriol6gica
por meio da técnica de MALDI-TOF. As amostras foram preparadas com base no
protocolo de extracdo com etanol/acido férmico, descrito por Sauer et al. (2008) e
revisto por Freiwald e Sauer (2009).

As amostras foram centrifugadas (16.000g) por dois minutos, o sobrenadante
foi descartado por meio da inversdo do tubo. Apds secagem do pellet em
temperatura ambiente, as proteinas celulares foram extraidas adicionando-se ao
sedimento uma solucdo de 70% de &cido férmico. Apds homegeinizacdo do
conteudo, foi adicionado o mesmo volume de acetonitrila pura. Apés uma nova
centrifugacéo (16.000g/ 2 min.) aplicou-se 1 pL do sobrenadante em poco da placa
de MALDI, deixando-se secar em temperatura ambiente. Cada amostra foi coberta
por 1 pyL de &cido a-ciano-4-hidroxi-cinamico, na concentragdo de 5mg/mL em
solucdo contendo 50% de acetonitrila e 2,5% de acido trifluoracético. Apds secar, a
mistura cristalizada foi analisada utilizando-se o espectrdmetro de massa Autoflex Ill

Smartbeam (Bruker Daltonics).
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A obtencdo e andlise dos espectros de massa das amostras foi realizada
conforme descrito por Bier et al. (2017). Dez espectros, a partir de diferentes
posicdes da amostra, foram somados apos a calibracdo externa com uma mistura de
calibracdo padrdo para bactérias (Bruker Daltonics). Os espectros brutos foram
processados usando o programa MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonics) com as
configuracbes padrdoes para a obtencdo da identificacdo bacteriana. O MALDI
Biotyper confronta os espectros de cada amostra desconhecida diretamente com a
biblioteca de referéncia integrada (IVD, In Vitro Diagnostic System - Bruker
Daltonics).

As andlises pelo Biotyper séo classificadas por meio de escores propostos
pelo fabricante: valores entre 2,300 e 3,000 indica a identificacdo confiavel de
espécie; valores entre 2,000 e 2,299 indicam a identificacdo confiavel de género e
provavel identificacdo de espécie, valores entre 1,700 e 1,999 indicam provéavel
identificacdo de género e uma pontuacao abaixo de 1,700 indica que a identificacdo

nao é confiavel.

4.2.4 ldentificacdo bacteriolégica por meio da técnica de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR)

Todos os isolados bacterianos previamente caracterizados como Moraxella
spp. por meio de testes bioquimicos, foram utilizados para identificacdo
bacteriol6gica por PCR, a fim de se confrontar os resultados entre as diferentes

técnicas.

4.2.4.1 Extracao de DNA

O protocolo para extracdo de DNA gendmico utilizado neste estudo foi
adaptado a partir do protocolo desenvolvido por Ausubel et al. (2003), destinado a
bactérias, com algumas modificacbes, a saber: inicialmente, as amostras foram
suspensas em solugcdo de TE [Tris-HCI (trisma base-acido cloridrico) 1M - pH 8/
EDTA (Acido etilenodiamino tetra-Acético) 0,5 M] e, apds, centrifugadas a 17.000g
por 2 minutos. Em seguida, fez-se a ressuspensao celular em 567uL de solucéo TE
com RNAse (0,04mg/mL), misturando-se por pipetagem. ApOs essa etapa,
adicionou-se 3pL de SDS 10% e 3uL de proteinase K (20 mg/mL) e incubou-se por 1
hora em banho-maria a 37°C. Apés incubagdo adicionou-se 100uL de NaCl 5M e
80uL de CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) 10% em NaCl (cloreto de sd4dio)
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0,7M; homogeneizou-se rapidamente por vortéx, incubando-se novamente em
banho-maria por mais 10 minutos a 65°C. Em seguida, adicionou-se 400uL de fenol
e 400uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), misturou-se vigorosamente por
vortéx por um minuto, em seguida centrifugou-se por 5 minutos a uma velocidade de
17.000g; transferiu-se 500 uL da fase aquosa (superior) para outro tubo e realizou-
se uma nova extracdo com 800uL cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Da fase
aquosa (superior) foram retirados 500 pL e passados para um tubo novo. Os acidos
nucléicos foram precipitados com um volume de isopropanol gelado (100% do
volume da amostra, ou seja, 500 pL). Deixou-se overnight a uma temperatura de -
20°C. No dia seguinte, centrifugou-se a 17.000g durante 10 min. e o precipitado de
acidos nucléicos foi lavado com etanol 70%, seco a temperatura ambiente e
dissolvido em 100uL de TE.

As amostras de DNA extraidas foram analisadas e quantificadas por leitura
em espectrofotometro NanoDrop 2000, com o objetivo de detectar a quantidade de
DNA nas concentragdes amostrais (ng/pL). A leitura da absorbancia, de 2 pL de
amostra foi realizada em dois comprimentos de onda, 260 e 280 nm. A qualidade do
material (DNA) foi estimada pelo valor DNA nas concentragbes amostrais > 30ng/uL
e pela razdo DO2eonm/DO2s0nm, que deve ser superior a 1,7 (REGITANO 2001, LEE et
al. 2010). As amostras foram mantidas a -20°C até a realizagéo da PCR.

4.2.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O par de oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificacdo da
regido intergénica 16S-23S, com fragmentos de 650pb para Moraxella bovis e 600pb
para Moraxella bovoculi e Moraxella ovis, foi sintetizado com base na sequéncia:
ISRdown (5-GTGAAGTCGTAACAAGGTAGCCGT-3) e ISRup (5
ACCGACGCTTATCGCAGGCTATCA-3’) (Angelos e Ball 2007).

A quantidade de reagentes utilizada para a amplificacao individual de DNA e
as condi¢Bes de amplificacdo para as amostras do género Moraxella estdo descritos

nas tabelas 3 e 4, respectivamente (Angelos e Ball 2007).
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Tabela 3: Reagentes utilizados para a amplificacdo individual de DNA de amostras do género
Moraxella.

Reagentes (concentracdo inicial) Concentracédo Final Volume
Agua ultra pura - q.s.p
Tampéo de PCR (5X) 1X 5uL
MgCl, - (25mM) 1,50 mM 1,54l
Mix de dNTP - (10mM) 0,20 mM 0,50uL
Primer - ISRdown - (10nmol) 10,00 (umol/pL) 1uL
Primer - ISRup - (10nmol) 10,00 (umol/uL) 1uL
Taq DNA Polimerase - (5U/uL) 1U 0,20uL
Amostra de DNA (25 ng/ L) 100 ng 4uL
Volume Final - 25uL

g.s.p= quantidade suficiente para.

Tabela 4: Condicdes de amplificacdo para as amostras do género Moraxella.

Temperatura Tempo Ciclos
95°C 1 min. 1 Ciclo
95°C 30 seg.
55°C 30 segq. 35 Ciclos
72°C 40 seg.
72°C 4 min. 1 Ciclo

Os produtos de PCR foram submetidos a digestao enzimatica pela enzima de
restricdo Rsal, a fim de se diferenciar as espécies de Moraxella envolvidas no surto
de CIB (Figura 1). Segundo Angelos & Ball (2007b) a Rsal cliva somente o DNA
amplificado de Moraxella bovoculi (600pb) em um Unico sitio de restricdo, o que
resulta em dois fragmentos de aproximadamente 150 e 450pb. A enzima Rsal ndo
cliva o fragmento de Moraxella bovis (650pb) nem de Moraxella ovis (600pb)
(ANGELOS & BALL, 2007b). Cerca de 10uL de cada reacao de PCR foram
misturados a 0,5 pL da enzima Rsal, 7,3uL de agua ultra-pura, 2uL de tampao
(Restriction Enzyme 10X Buffer) e 0,2uL de soroalbunina bovina acetilada
(Acetylated BSA, do inglés, bovine serum albumin), e entdo incubados em banho-
maria (37° C) por 4 horas. Os produtos de digestdo enzimatica foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,8%, em tampdo de TBE 1X, em voltagem
constante de 110V por 4 horas, utilizando um padrdo molecular de 100pb DNA
Ladder (Ludwig Biotec®). Em seguida, foram corados por submerséo em solucéo de

GelRed™, agitado suavemente por 30 minutos, visualizados em transiluminador UV
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(UVITEC Imaging Systems) e as imagens digitais foram capturadas pelo sistema do

proprio aparelho para posterior andlise.

Figura 1: Eletroforese em agarose 1, 8%, produto da reac¢do de PCR digerido com Rsal.
Marc.= marcador de 100 pb; A = Moraxella bovoculi (clivado uma vez em fragmentos de ~450pb e
~150 pb); B= Moraxella bovis (~650 pb); C= Moraxella ovis (~600 pb).

4.2.5 Sequenciamento de DNA dos isolados de Moraxella spp.

As amostras que apresentaram resultados divergentes entre as trés técnicas
desenvolvidas acima foram encaminhadas para sequenciamento da regiao
intergénica 16S-23S. A técnica de sequenciamento do tipo Sanger foi realizada pela
empresa especializada Helixxa, contratada especificamente para este servico.

Apbs realizar as reacbes de PCR (explicado no item 5.2.4) das amostras
selecionadas para 0 sequenciamento, estas foram submetidas a purificacdo pelo kit
MinElute® — PCR Purification Kit (Qiagen®) conforme recomendado pelo fabricante.
Para o sequenciamento do tipo Sanger, as reacfes de foram realizadas com kit
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing, seguindo as condi¢cdes estabelecidas
pelo fabricante. Apés a reacdo, os fragmentos gerados foram submetidos a
eletroforese capilar no sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®).

Os eletroferogramas gerados a partir do sequenciamento da regiao
intergénica 16S-23S rRNA foram conferidos no software DNA Baser (v4.36.0) no



41

qual foram geradas as sequéncias consenso para cada amostra. Essas sequéncias
foram confrontadas com o banco de dados contido no GenBank com a ferramenta

BLAST otimizado para sequéncias altamente similares (MegaBLAST).

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Identificacdo das bactérias envolvidas na CIB por meio de analise

morfotintorial e testes bioquimicos

Todos os 90 animais dos quais foram coletadas amostras apresentavam
sintomas clinicos caracteristicos de CIB. Porém, o diagndstico bacteriolégico possui
algumas limitacdes que podem estar associadas ao baixo numero de Moraxella spp.
presente nas secrecfes oculares e nasais dos bovinos ho momento da coleta ou
ainda a dificuldades em relacdo ao isolamento dos agentes presentes na amostra
devido ao alto grau de contaminacdo destas durante a colheita do material
(FRAGUAS et al., 2008), o que explica o fato de se ter isolado apenas 55 cepas de
Moraxella spp. de um total de 360 amostras.

Todos o0s 55 isolados que formaram colonias circulares, lisas e
esbranquicadas, com 1 a 3 mm de didmetro, apresentando um estreito halo de (-

hemodlise (Figura 2) foram tratados como provaveis cepas de Moraxella spp.

Figura 2:Caracteristicas macroscoOpicas tipica de Moraxella spp: colénias circulares, lisas,
esbranquicadas, pequenas e hemoaliticas.

A caracterizagdo microscopica das coldnias isoladas indicou que as mesmas
pertencem ao grupo das bactérias Gram-negativas. Bactérias com morfologia de

cocobacilos (Figura 3A) e diplococos (Figura 3B) foram observadas.
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ApOs a etapa de pré-selecdo, todos os 55 isolados apresentaram as
caracteristicas macroscoépicas e microscopicas descritas para Moraxella spp. (Anexo
A). De acordo com Conceicdo e Gil Turnes (2003), Moraxella bovis apresenta
pleomorfismo variado, exibindo-se aos pares ou em cadeias curtas de cocos,
cocobacilos e bacilos. J& Moraxella bovoculi exibe-se como cocos, que geralmente
ocorrem aos pares (diplococo) (ANGELOS et al, 2007a).

Por dltimo, de acordo com a ampla bateria bioquimica realizada (Anexo 1),
observou-se que todos os isolados foram positivos para a producdo de oxidase. No
que diz respeito a catalase, observou-se que a expressdo desta enzima é variavel,
bem como a producdo de gelatinase, sendo que apenas dois isolados foram
capazes de degradar a gelatina, caracteristica que € esperada apenas para
bactérias da espécie Moraxella bovis (Tabela 2 — pagina 36).

A espécie Moraxella bovis, de acordo com os testes bioquimicos, pode ser
caracterizada como positiva para oxidase e variavel para catalase, ndo reduz
nitratos e é capaz de degradar a gelatina (BROWN et al., 1998).

A Moraxella bovoculi pode ser diferenciada da Moraxella bovis e ovis pelo
teste liquefacdo da gelatina, sendo Moraxella bovoculi negativa e Moraxella bovis e
ovis positivas para esta reacao.

Com isso, dos 55 isolados de Moraxella spp., apenas trés (5,45%) deles
apresentaram caracterizacdo bioquimica esperadas para a espécie Moraxella bovis,
uma (1,82%) para espécie Moraxella ovis, o restante, Moraxella bovoculi (92,73%)
(Figura 4A).
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0 5.45% M. bovis

1 92.73% M. bovoculi
= 1.82% M. ovis

Total=55

9.09% M. bovis

25.45% M. bovoculi

18.18% lIdentificagdo ndo confiavel
9.09% Nao é Moraxella spp.

Nao enviadas para analise
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Total=55

38.18% M. bovis

50.91% M. bovoculi

5.45% M. ovis

5.45% l|dentificacdo nao confiavel
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Total=55

34.55% M. bovis

5.45% M. bovoculi

5.45% M. ovis
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‘ Nao enviadas para analise

Total=55
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Figura 4: Distribuicdo dos resultados de identificagcdo dos isolados de Moraxella spp. por meio das
quatro diferentes técnicas: A) Analise morfo-tintorial e bioquimico; B) MALDI-TOF; C) PCR; D)
Sequenciamento.
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Embora apenas a caracteriza¢do bioquimica ndo seja uma forma segura para
identificar espécies bacterianas (CARBONNELLE et al., 2011), esta técnica é muito
atil para verificacdo das caracteristicas fisioloégicas das bactérias isoladas, permitindo
a obtencdo de melhores resultados por meio de outras técnicas mais precisas. Além
disso, neste estudo, a caracterizagdo morfotintorial e bioquimica foi importante na

diferenciacdo do género Moraxella de outros géneros.

4.3.2 Identificacdo das bactérias envolvidas na CIB por MALDI-TOF

Dos 55 isolados previamente caracterizados como sendo do género Moraxella
spp. por meio de analises morfotintorial e testes bioquimicos, foram recuperadas 34
amostras, para serem caracterizadas por meio da técnica de MALDI-TOF, para que
os resultados fossem confrontados com e método tradicional de identificacdo
microbiana.

A técnica de MALDI-TOF tem sido utilizada com sucesso para a identificacdo
de uma grande variedade de espécies bacterianas (CONWAY et al. 2001;
VERBISCK et al., 2013; SCHULTHESS et al. 2016). Esta é baseada na
reprodutibilidade do espectro de massas que, quando gerado, fornece um perfil
protedmico do microrganismo desconhecido. Esse perfil € Unico para cada espécie
de microrganismo. Cada perfil € automaticamente comparado a uma biblioteca de
espectros de referéncia, gerando um ranking numérico com a lista dos
microrganismos mais estreitamente relacionado. Esse ranking indica o nivel de
confianca na identificacdo e, dependendo de quao elevado é o valor, o organismo é
identificado no nivel de género ou espécie (PATEL, 2013).

Das 34 amostras caracterizadas por MALDI-TOF, cinco foram identificados
como Moraxella bovis (14,70%), 14 como Moraxella bovoculi (41,70%), 10 amostras
apresentaram identificacdo ndo confidvel (29,41%) e cinco amostras foram
apontadas pela técnica de MALDI-TOF como nao pertencentes ao género
bacteriano das Moraxella (Figura 4B).

Identificacdo ndo confiavel na técnica de MALDI-TOF significa que o escore
obtido pela amostra foi menor do que o necessario para afirmar com certeza que se
trata de um determinado género ou espécie de microrganismo. Pode se dar pela
falha na preparacdo da amostra ou ainda pelo fato de nao ter havido nenhum
espectro de referéncia presente no banco de dados semelhante o suficiente para

fornecer um escore maior que 1,700, de acordo com os parametros da analise feita
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pelo software Biotyper do aparelho de MALDI-TOF. Uma alternativa para se resolver
essa questdo € aumentar a inclusdo de cepas de Moraxella spp. “referéncia” a
biblioteca de referéncia integrada (IVD, In Vitro Diagnostic System - Bruker
Daltonics) para a realizacdo da técnica por MALDI-TOF, o que aumentaria a
confiabilidade dos resultados.

Uma das vantagens da técnica MALDI-TOF é a identificacdo bacteriana por
meio do seu perfil proteico ao invés de diferenciacGes fisicas, metabdlicas ou
bioquimicas. Gracas a isso, a técnica vem sendo cada vez mais empregada no
diagndstico microbiologico, tendo até substituido os métodos bioquimicos
convencionais em alguns laboratérios no mundo (PASTERNAK, 2012). Ao longo
dos ultimos anos a técnica de MALDI-TOF vem sendo empregada em estudos que
avaliam essencialmente sua capacidade de identificar (> 99%) as bactérias gram
negativas e positivas (SPANU et al., 2011; BARNINI et al., 2015; RIEDERER et al.,
2015). Porém, estudos de proteomas podem ser inconclusivos, uma vez que o perfil
proteico bacteriano pode mudar ou ser inconstante de acordo com o seu tempo de
vida e condi¢cdes ambientais (ROCHA et al., 2005).

4.3.3 Identificacdo das bactérias envolvidas na CIB por reacdo em cadeia da

polimerase (PCR)

Como houve divergéncias importantes entre a identificacdo das bactérias pelo
método morfotintorial/bioquimico em confronto com o MALDI-TOF, optou-se por
também realizar a identificacdo por PCR da regido intergénica 16S-23S de todas as
amostras. Esta técnica foi escolhida por ser eficiente na identificacdo de espécies do
género Moraxella spp. (ANGELOS e BALL, 2007).

Dos 55 isolados de Moraxella spp., 21 foram identificados como Moraxella
bovis (38,18%), 28 como Moraxella bovoculi (50,91%), trés como Moraxella ovis
(5,45%) e ainda duas amostras apresentaram identificacdo ndo confiavel (3,63%)
(Figura 4C).

A técnica de PCR realizada nesse estudo mostrou-se eficaz na determinacao
dos agentes microbiolégicos. Em estudo semelhante, utilizando amostras das
secregcbes oculares de bovinos e ovinos com ceratoconjuntivite infecciosa (Cl)
provenientes de 18 municipios do estado do Rio Grande do Sul, Libardoni et al.
(2012) obtiveram sucesso na identificacdo das bactérias Moraxella bovis, Moraxella

bovoculi e Moraxella ovis por meio da técnica de PCR.
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Estudos vém demonstrando a possibilidade do uso da técnica de PCR no
diagnostico de doencas em bovinos, permitindo maior acurdcia no diagndéstico em
relacdo aos métodos tradicionais de identificacdo bacteriologica (ANGELOS et al.,
2007b; LANGE et al., 2011; PEREIRA e PETRECHEN, 2011; LIBARDONI et al.,
2012; FILHO et al., 2014; CAITANO et al., 2014). Contudo, a técnica molecular de
reacdo em cadeia da polimerase apresenta as desvantagens do alto custo devido a
necessidade de infraestrutura, equipamentos e reagentes especificos para
desenvolvimento da técnica (BATINGA, 2017).

4.3.4 ldentificacdo das bactérias envolvidas na CIB por sequenciamento de

DNA dos isolados de Moraxella spp.

A maioria das 26 divergéncias encontradas entre as trés técnicas (andlise
morfotintorial/bioquimica, MALDI-TOF e PCR) foram solucionadas por meio do
sequenciamento de DNA dos isolados de Moraxella spp. (Anexo A), pelo fato de que
a técnica € mais confidvel (NOLTE e CALIENDO 2003), porém mais onerosa. Dos
26 isolados de Moraxella spp. submetidos a avaliacdo de sequenciamento, 19 eram
Moraxella bovis (73,07%), trés Moraxella bovoculi (11,53%), trés como potencial
Moraxella ovis® (11,53%) e ainda uma amostra apresentou resultado ndo conclusivo
(3,84%) (Figura 4 - D).

Todas as amostras foram confrontadas com o banco de dados contidos no
GenBank, no qual as amostras que apresentaram identidade (nimero que indica a
guantidade de nucleotideos alinhados, em %) e cobertura (porcentagem da
sequéncia submetida ao programa que € coberta pelo alinhamento presente no
banco de dados, em %) maiores que 99%, eram aceitas como da espécie proposta
(TIMBO, et al., 2017). Porém no caso das trés amostras de Moraxella ovis quando
confrontada com os dados do GenBank apresentaram cobertura do genoma de
100% e identidade de 92%, com isso classificamos como uma potencial Moraxella

ovist. Entretanto, estudos adicionais serdo desenvolvidos com estas trés amostras.

4.3.5. Comparacéo entre as técnicas de identificagdo dos isolados de Moraxella

spp.
e Analise morfotintorial/bioguimica x MALDI-TOF

Os resultados da identificacdo bacteriologica pelo método tradicional e

MALDI-TOF das 34 amostras estudadas estdo apresentadas na Tabela 5. Dos 34
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isolados, 14 foram identificados como Moraxella bovoculi em ambas as técnicas,
engquanto outros nove isolados identificados como Moraxella bovoculi por meio de
analises morfotintorial e testes bioquimicos, apresentaram identificacdo nao
confiavel quando exposta a técnica de MALDI-TOF, outros trés isolados de
Moraxella bovoculi foram identificados por MALDI-TOF como Moraxella bovis, e
ainda, cinco isolado foram classificados como nao pertencente a género bacteriano
das Moraxella.

Dos trés isolados identificados como Moraxella bovis pelo método tradicional
(série bioquimica), dois foram confirmados pela técnica de MALDI-TOF o outro
apresentou identificacdo ndo confidvel para o género bacteriano das Moraxella
(Tabela 5).

Tabela 5: Identificac@o dos agentes envolvidos na CIB por andlise tradicional e por MALDI-TOLF.

N° de amostras Série Bioquimica MALDI-TOF
14 M. bovoculi M. bovoculi
9 M. bovoculi Identificagdo néo confiavel
5 M. bovoculi N&o é Moraxella
3 M. bovoculi M. bovis
2 M. bovis M. bovis
1 M. bovis Identificagdo néo confiavel
Total = 34 - -

Dos 34 isolados de Moraxella spp., 16 (47,05%) apresentaram resultado em
comum entre as duas técnicas propostas (Tabela 6). Logo, 18 (52,94%) dos isolados
de Moraxella spp. apresentaram resultados divergentes entre as distintas técnicas.
Tabela 6: Comparacdo entre a identificagdo obtida de acordo com as distintas técnicas: andlise

morfo-tintorial e bioguimica, MALDI-TOF, PCR e sequenciamento.
Séries Bioquimicas  MALDI-TOF PCR Sequenciamento

Séries Bioquimicas 100% 47,05% 50,90% 7,70%

MALDI-TOF 34 100% 58,82% 11,53%

PCR 55 34 100% 96,15%
Sequenciamento 26 26 26 100%

Diagonal superior: porcentagem de similaridade entre as amostras; Diagonal inferior: NUmero de
amostras avaliadas por ambas as técnicas.

A identificacdo bacteriologica por meio da técnica de MALDI-TOF frente aos

testes de diferenciacdo fisicas, metabdlicas ou bioquimicas apresentam grandes

vantagens.

1 |dentificagdo ndo confiavel.
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Estudos realizados por Cherkaoui et al. (2010), analisando 720 amostras
clinicas, comparando os dois métodos: MALDI-TOF com a identificacdo
convencional bacteriana, os autores concluiram que, se MALDI-TOF tivesse sido
aplicado como teste inicial o tempo para conclusdo dos resultados teria sido
reduzido para aproximadamente 8 horas.

De acordo com Bier (2016), a metodologia de MALDI-TOF permitiu a rapida
confirmacéo da identidade de Salmonella spp. e E. coli em carcagas de bovinos
durante o processamento em abatedouros-frigorificos, representando um avanco na
precisao de identificacdo de microrganismos patogénicos. Barreiro (2010) afirma que
a técnica de MALDI-TOF pode acelerar a identificacdo de patégenos causadores da

mastite subclinica bovina.

e Andlise morfotintorial/bioguimica x PCR

Dos 55 isolados de Moraxella spp., apenas 28 (50,90%) apresentaram
resultado em comum entre as técnicas (Tabela 6), sendo apenas duas Moraxella
bovis e 26 Moraxella bovoculi (Figura 5). Logo, 27 (49,09%) dos isolados de
Moraxella spp. apresentaram resultados divergentes entre as distintas técnicas.

Dentre os 55 isolados (Figura 5), 51 amostras previamente identificadas como
Moraxella bovoculi por meio de provas bioguimicas na PCR foram identificadas
como sendo: 19 Moraxella bovis, 26 Moraxella bovoculi, trés Moraxella ovis e ainda
trés amostras ndo apresentaram resultado conclusivo (PCR falhou ou ainda o
tamanho da banda nado foi caracteristico com o da espécie estudada). Entre as
cepas identificadas previamente pelo método convencional como Moraxella bovis,
foram identificadas por PCR como sendo: duas Moraxella bovis e uma Moraxella
bovoculi. E ainda, a Unica Moraxella ovis que foi isolada no surto de CIB em
guestao, identificada por série bioquimica, na verdade foi identificada como possivel
Moraxella bovoculi por PCR.

As técnicas moleculares trazem vantagens na identificacdo de patdégenos
relacionados as doencas que acometem bovinos de corte e leite (SILVA, 2015;
REZENDE, 2016), pois sao técnicas de alta especificidade quando comparadas com

as metodologias convencionais de identificagdo microbioldgica.
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Figura 5: Comparacgao dos resultados entre 0 método convencional (morfo/bioquimico) e PCR para
identificacdo dos isolados de Moraxella spp.

e MALDI-TOF x PCR
Entre as 34 cepas de Moraxella spp., 20 (58,82%) amostras apresentaram

resultado similares quando comparadas as duas técnicas (Tabela 6). Logo, 14
(41,17%) dos isolados de Moraxella spp. apresentaram resultados diferentes entre
as mesmas.

Das 34 cepas de Moraxella spp. (Figura 6), cinco foram identificados como
Moraxella bovis e 14 como Moraxella bovoculi em ambas as técnicas, enquanto
outros 10 isolados que apresentaram identificacdo ndo confiavel pela técnica de
MALDI-TOF, nove foram identificados pela técnica do PCR como: duas Moraxella
bovis e sete Moraxella bovoculi. Ainda, uma das amostras ndo teve sua identidade
confirmada perante as duas técnicas. Das amostras que a técnica de MALDI-TOF
classificou como outra espécie bacteriana, por PCR foram identificadas como sendo:
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uma Moraxella bovis, trés Moraxella bovoculi, € uma das amostras ndo teve sua

identidade confirmada.

PCR

3 9.09% M. bovis 5
1 25.45% M. bovoculi

1 18.18% Identificacao nao confiavel
B 9.09% Nao é Moraxella spp.

1 Nao enviadas para analise

Total=5

14

/
MALDI-TOF

Total=55 \
2 7
1 3 1

Total=10

Total=14

Total=5

Figura 6: Comparacédo dos resultados entre o MALDI-TOF e PCR para identificagdo dos isolados de
Moraxella spp.

Pavlovic et al. (2012), afirmam que a técnica de PCR apresenta alta
seletividade e é adequada para identificacdo confiavel de bactérias da espécie
Enterobacter cloacae. Os mesmos autores afirmam que o uso exclusivo de MALDI-
TOF néo possui 0 poder discriminatorio para a identificacdo clara e confiavel de
certas espécies de Enterobacter cloacae quando comparada com a técnica de PCR,
resultados que corroboram com os aqui obtidos. No entanto, a combinagé&o entre as
técnicas de PCR e MALDI-TOF permitiu a identificagdo correta das respectivas

espécies do complexo de Enterobacter cloacae.
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e PCR x Sequenciamento

Entre as 26 cepas de Moraxella spp. submetidas as técnicas de PCR da
regido intergénica 16S-23S, seguida por clivagem por enzima de restricdo e
sequenciamento do DNA da mesma regido (Figura 7), péde-se notar que das 25
amostras (96,15%) apresentaram resultado em comum entre as técnicas: 19
Moraxella bovis, trés Moraxella bovoculi, trés Moraxella ovis, sendo que apenas uma

amostra ndo apresentou resultado conclusivo (amostra possivelmente contaminada).

Sequenciamento

31 2 3 19 2

Total=28 Total=3 Total=21

A 4

PCR

Total=55

1 38.18% M. bovis

50.91% M. bovoculi

5.45% M. ovis

5.45% |dentificacdo nao confiavel
Nao enviadas para analise

HON

Figura 7: Comparacéo dos resultados entre o PCR e sequenciamento do DNA para identificacdo dos
isolados de Moraxella spp.

A técnica de sequenciamento € considerada a metodologia de referéncia para
a identificacdo bacteriana (NOLTE e CALIENDO 2003). Uma vez que a maior parte
dos os agentes etiolégicos envolvidos no surto de CIB foram corretamente
detectados por meio da técnica de PCR e confirmados por sequenciamento (Tabela
6), pode-se concluir que a aplicacdo da técnica de PCR tem se mostrado uma

alternativa eficiente para a deteccao dos patdogenos em questao.
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4.3.6 Visdo geral entre as técnicas morfotintorial/bioquimica, MALDI-TOF, PCR

e sequenciamento.

Vale salientar que neste estudo as amostras de Moraxella spp. apresentaram
elevado pleomorfismo, o que pode demonstrar que a morfologia bacteriana,
visualizada pela técnica de Gram, é um critério pouco preciso para identificar
espécies de Moraxella spp. (LIBARDONI et al., 2012), uma vez que 9 (16,36%) das
cepas de Moraxella bovis isoladas neste estudo exibiam-se como diplococos,
enquanto 7 cepas de Moraxella bovoculi (12,72%) apresentavam morfologia de
cocobacilos e entre as Moraxella ovis duas tinham formato de diplococos e uma
cocobacilos (Figura 8), resultados diferentes dos jA apresentados na literatura
(Tabela 2) (GOMES, 2012 e ANGELOS et al., 2007a).
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Figura 8: Morfologia dos isolados de Moraxella bovis, Moraxella bovoculi e Moraxella ovis,
identificadas pela técnica de PCR e confirmadas por sequenciamento.

Os métodos convencionais de identificacdo bacteriana baseiam-se,
essencialmente, na cultura do microrganismo, seguida por analise das
caracteristicas fenotipicas, provas bioquimicas e perfil enzimatico (BOTARO, 2012).
Em relacdo a qualquer novo método, o método convencional de identificacéo
bacteriana apresenta a grande vantagem de ser utilizado ha longo tempo e por ser
reconhecido oficialmente (FRANCO, 1994). Por outro lado, dentre as principais
desvantagens, se tem o tempo requerido para realizacdo da andlise, demora em
obter os resultados, baixa repetibilidade, sensibilidade e especificidade dos
resultados, além disso, esta sujeita a falhas humana, no que diz respeito a execucao

da analise, leitura e interpretacao dos resultados (BOTARO, 2012).
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As técnicas de PCR e sequenciamento da regido intergénica 16S- 23S dos
isolados de Moraxella spp. podem ser empregadas na identificacdo dos agentes
envolvidos em surtos de CIB, com o intuito de minimizar as desvantagens dos
meétodos convencionais, reduzindo o tempo de obtencdo dos resultados, melhorar a
produtividade laboratorial, aumentando a sensibilidade e especificidade dos
resultados finais.
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4.4 Conclusdes

Todos os métodos avaliados foram efetivos na identificagdo do género
Moraxella.

No comparativo com o sequenciamento da regido intergénica 16S-23S, que é
a prova conclusiva para a identificagcdo de microrganismos, a PCR, seguida por
clivagem por enzima de restricédo, foi a que apresentou o melhor resultado, podendo
ser considerada superior ao MALDI-TOF e, principalmente, a analise
morfotintorial/bioquimica.

A identificacdo de espécies do género Moraxella spp por analises
morfotintorial/bioquimicas foi insatisfatoria, pois a especificidade destes testes frente
a Moraxella spp. foi muito inferior & das demais técnicas.

A identificacdo bacteriolégica por meio das técnicas de PCR, seguida por
clivagem por enzima de restri¢cdo, é possivel como alternativa para o diagndstico de

animais acometidos por CIB.
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5 Capitulo 2 - Diversidade genética de amostras de Moraxella bovis e
Moraxella bovoculi isoladas de bovinos Hereford pertencentes a cinco

municipios da regido do Pampa Gaucho
5.1 Introducéao

A Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina (CIB) é a doenca ocular de maior
importancia na produgéo bovina (WILCOX, 1970; BROWN et al., 1998), e tem como
principais sintomas: lacrimejamento intenso, fotofobia, inchagco conjuntival,
opacidade no centro da cérnea e ulceracdo (POSTMA et al., 2008). A CIB nao é
uma enfermidade fatal, porém seu impacto econémico no rebanho bovino é
significativo (SLATTER et al., 1982, TROUTT e SCHURIG, 1985, SHRYOCK et al.,
1998, MARRION e RILEY, 2000), uma vez que as estratégias de prevencao e
tratamento na maioria das vezes se mostram ineficientes (SOSA e ZUNINO, 2013).

O agente etiologico da CIB é Moraxella bovis, uma bactéria Gram-negativa,
amplamente disseminada e altamente contagiosa (McCONNEL et al., 2007). Trata-
se de um microrganismo oportunista que faz parte da microbiota ocular e nasal de
animais, tanto acometidos por CIB, quanto sadios (POSTMA et al., 2008;
CONCEICAO e TURNES, 2003). No entanto, alguns autores afirmam que outras
duas bactérias: Moraxella bovoculi e Moraxella ovis estdo associadas a diversos
casos de CIB (ANGELOS et al.,, 2007; SOSA et al.,, 2012; GOULD et al., 2013),
porém, o papel dessas bactérias como agente causal ainda ndo esta completamente
definido, uma vez que a infec¢cdo experimental com estas bactérias falhou em
provocar a doenca (ANGELOS, 2015). Desta forma, Moraxella bovis é o Unico
agente etiolégico reconhecido para essa doenca (ANGELOS, 2010).

Apesar da existéncia de vacina contra CIB, a profilaxia €, em geral,
prejudicada por situacbes de ineficacia de vacinas comercialmente disponiveis
(O'CONNOR et al.,, 2011), o que pode ser explicado pela variagdo genética e
antigénica entre as cepas de Moraxella bovis e a presenca de outros
microrganismos envolvidos na enfermidade (BROWN et al., 1998).

O desenvolvimento das técnicas moleculares possibilitou a caracterizacdo das
diferencas genéticas entre o0s isolados bacterianos. A variabilidade genética
bacteriana pode ser estimada pela comparacdo ente fragmentos de DNA, de

tamanhos distintos, gerados a partir da amplificagdo por PCR, com a utilizacao de
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primers especificos (SAIKI et al., 1988). No entanto, os estudos sobre a diversidade
genética das bactérias Moraxella bovis e Moraxella bovoculi sdo escassos.

Com isso o objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade genética de
bactérias Moraxella bovis e Moraxella bovoculi isoladas de surtos de CIB entre 2015
e 2017 pertencentes a cinco municipios do Rio Grande do Sul utilizando as técnicas
de ERIC-PCR, RAPD-PCR e uma variacdo do RAPD-PCR com os primers JWP1 e
JWOPAOQ7.

5.2 Material e Métodos
5.2.1 Isolados bacterianos

Foram utilizados 32 isolados bacterianos provenientes de secrecdes oculares
de 28 bovinos Hereford, pertencentes a seis propriedades localizadas em cinco
municipios do estado do Rio Grande do Sul (Tabela 7).

Tabela 7: Caracteristicas moleculares das amostras de Moraxella spp. isoladas de CIB, em cinco
municipios do Rio Grande do Sul.

Ne° Isolado Origem Ano Homologia

1 151 OE Alegrete 2016 Moraxella bovis
2 Taim - 2 Rio Grande 2016 Moraxella bovis
3 171 0D Alegrete 2016 Moraxella bovis
4 171 OE Alegrete 2016 Moraxella bovis
5 324 OE Alegrete 2016 Moraxella bovis
6 6213 OD Dom Pedrito 2016 Moraxella bovis
7 391 OD Alegrete 2017 Moraxella bovis
8 391 OE Alegrete 2017 Moraxella bovis
9 976 OD Alegrete 2016 Moraxella bovis
10 128 OE Alegrete 2016 Moraxella bovis
11 6587 ND Dom Pedrito 2017 Moraxella bovis
12 6587 OD Dom Pedrito 2017 Moraxella bovis
13 6219 OD Dom Pedrito 2016 Moraxella bovis
14 6456 OE Dom Pedrito 2016 Moraxella bovis
15 666 OD Alegrete 2016 Moraxella bovoculi
16 Taim -1 Rio Grande 2016 Moraxella bovoculi
17 Jur- Taim - 3 Santa Vit6ria do Palmar 2016 Moraxella bovoculi
18 6052 OE Dom Pedrito 2015 Moraxella bovoculi
19 1368 OD Dom Pedrito 2016 Moraxella bovoculi
20 1138 OE Dom Pedrito 2017 Moraxella bovoculi
21 1192 OD Dom Pedrito 2017 Moraxella bovoculi

OD = Olho Direito / OE = Olho Esquerdo / ND= Narina Direita e NE = Narina Esquerda.
Continua.
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Tabela 7: Caracteristicas moleculares das amostras de Moraxella spp. isoladas de CIB, em cinco
municipios do Rio Grande do Sul.

N° Isolado Origem Ano Homologia

22 281 0D Uruguaiana 2017 Moraxella bovoculi
23 5623 OE Dom Pedrito 2015 Moraxella bovoculi
24 144 NE Uruguaiana 2017 Moraxella bovoculi
25 330 NE Alegrete 2016 Moraxella bovoculi
26 259 OD Dom Pedrito 2016 Moraxella bovoculi
27 29 OE Alegrete 2016 Moraxella bovoculi
28 1295 OD Dom Pedrito 2016 Moraxella bovoculi
29 1362 OE Dom Pedrito 2016 Moraxella bovoculi
30 1213 NE Dom Pedrito 2017 Moraxella bovoculi
31 120 ND Uruguaiana 2015 Moraxella bovoculi
32 120 OD Uruguaiana 2015 Moraxella bovoculi

OD = Olho Direito / OE = Olho Esquerdo / ND= Narina Direita e NE = Narina Esquerda.

5.2.2 Extrac&o de DNA dos isolados bacterianos

O protocolo para extragdo de DNA gendmico dos 32 isolados utilizado neste
estudo, foi adaptado a partir do protocolo desenvolvido por Ausubel et al. (2003),

exemplificado e aplicado no capitulo anterior (4 Capitulo 1).

5.2.3 Amplificacdo do DNA por PCR

O DNA dos 32 isolados bacterianos foi utilizado como “DNA molde” para as
analises de RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)-PCR, JWP1 - JWOPAQ7

e ERIC (enterobacterial repetitive intergenic consenso)-PCR.

5.2.3.1 Selecao dos primers para RAPD

Inicialmente foram testados 20 primers decameros (OPA-01 a OPA-20)
(Tabela 8) fabricados pela empresa SIGMA® em quatro amostras de DNA escolhidas
de forma aleatéria. As reagfes de amplificagdo foram preparadas segundo Angelos
e Ball (2007), (Tabela 9).

Tabela 8: Primers RAPD testados para diversidade genética de Moraxella spp.

Primer  Sequéncia5'-3' Primer Sequéncia 5'-3' Primer Sequéncia 5'-3'
OPA-01 CAGGCCCTTC OPA-08 GTGACGTAGG OPA-15 TTCCGAACCC
OPA-02 TGCCGAGCTG OPA-09 GGGTAACGCC OPA-16 AGCCAGCGAA
OPA-03 AGTCAGCCAG OPA-10 GTGATCGCAG OPA-17 GACCGCTTGT
OPA-04 AATCGGGCTG OPA-11 CAATCGCCGT OPA-18 AGGTGACCGT
OPA-05 AGGGGTCTTG OPA-12 TCGGCGATAG OPA-19 CAAACGTCGG
OPA-06 GGTCCCTGAC OPA-13 CAGCACCCAC OPA-20 GTTGCGATCC
OPA-07 GAAACGGGTG OPA-14 TCTGTGCTGG
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Tabela 9: Reacéo utilizada para a amplificacdo por RAPD, para cada amostra, para sele¢cdo dos
primers

Reagentes (concentracdo inicial) Concentracéao Final Volume
Agua ultra pura - q.s.p
Tampéo de PCR (5X) 1X 5uL
MgCI2 - (25mM) 2,50 mM 2,5uL
Mix de dNTP - (10mM) 0,20 mM 0,25uL
Primer - (10nmol) 0,40 (umol/uL) 1uL
Taq DNA Polimerase - (5U/uL) 1U 0,20uL
Amostra de DNA (15 ng/ pL) 45 ng 3L
Volume Final - 25uL

As amplificacées foram feitas em termociclador Eppendorf Mastercyler EP
Gradient S®, sob as condicdes de desnaturacao inicial 94 °C por 5 minutos, seguidos
por 45 ciclos a 94 °C por 1 minuto, 36 °C por 1 minuto e 72 °C por 2 minutos e
extensao final de 72 °C por 10 minutos.

Os Fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (1,5%) com TBE 1X (Tris-base pH 8, EDTA e acido borico) por
aproximadamente seis horas a voltagem constante de 110V, juntamente com um
padrdo de molecular de 200pb (200pb DNA Ladder-Ludwig Biotec). As bandas foram
coradas adicionando em cada uma das amostras 2 uL de solucdo de GelRed™
(Nucleic Acid Gel Stain). Posteriormente a corrida, os resultados foram revelados
com o auxilio de um sistema de captura de imagens acoplado a um transiluminador
UV (UVITEC Imaging Systems).

5.2.3.2 Amplificacdo do DNA por RAPD

Com as aliquotas de cada amostra de DNA, obtidas pelo protocolo de
extracdo exemplificado anteriormente, foram realizadas as reagdes de amplificacao
por PCR-RAPD com os primers previamente selecionados (Item 5.2.3.1). As rea¢0es
utilizadas e as condicbes de amplificacdo para as amostras do género Moraxella
foram as mesmas empregadas para a sele¢ao dos primers RAPD, explicado no item
5.2.3.1.

5.2.3.3 Amplificagdo do DNA por JWP1-JWOPAOQ7 e ERIC-PCR

O grau de diversidade genética entre os isolados de Moraxella spp. também
foi investigada por meio de variagbes do tamanho de sequéncias do tipo JWP1-
JWOPAOQ7 e ERIC. As regides JWP1-JWOPAO7 e ERIC foram amplificadas por meio
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da técnica de PCR, utilizando os primers: JWP1 (5-GCACTGAAGTGACCAAGCGG-
3’) e JWOPA7 (5-GAAACGGGTG-3’), utilizados para amplificar as sequéncias
JWP1-JWOPAOQO7 e ERIC-1R (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’) e ERIC-2 (5'-
AAGTAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) utilizados para amplificar as sequéncias ERIC
(SOSA et al., 2013).

As reacgbes de JWP1 - IWOPAO7 e ERIC-PCR possuiram volume final de 25
bML, apresentadas na Tabela 10. As condicbes de amplificacdo para JWP1-
JWOPAOQ7 foram as mesmas empregadas ao PCR-RAPD (5.2.3.1.). Ja para o ERIC-
PCR as condicdes de amplificacdo diferem, sendo composta por uma desnaturacao
inicial 94 °C por 5 min., seguidos por 45 ciclos a 94 °C por 1 min., 52 °C por 1 min. e

72 °C por 2 min. e extensao final de 72 °C por 10 minutos.

Tabela 10: Reacéo utilizada para a amplificagdo por JWP1-JWOPAQ7 e ERIC-PCR

Reagentes (concentracdo inicial) Concentracéo Final Volume
Agua ultra pura - q.s.p
Tampéao de PCR (5X) 1X 5uL
MgCI2 - (25mM) 2,50 mM 2,5uL
Mix de dNTP - (10mM) 0,15 mM 0,38uL
Primer F - (10nmol) 0,60 (umol/uL) 1,5uL
Primer R - (10nmol) 0,60 (umol/uL) 1,5uL
Taqg DNA Polimerase - (5U/uL) 1U 0,20uL
Amostra de DNA (25 ng/ L) 45 ng 1,8uL
Volume Final - 25uL

Os produtos das reacdes foram analisados a partir de eletroforeses em gel de
agarose (1,8%), em tampado TBE 1X, por aproximadamente seis horas a voltagem
constante de 110V, juntamente com um padrdo de molecular de 100pb (100pb DNA
Ladder -Ludwig Biotec). O gel foi corado por submersao em solucado de brometo de
etideo a 0,5 ug/mL por 30 minutos, sob agitacdo. Apés a eletroforese, os géis foram
visualizados e fotodocumentados sob luz ultravioleta, com o sistema de imagem UV
(UVITEC Imaging Systems).

5.2.4 Anédlise estatistica dos dados

Apbs a interpretacdo dos géis, apenas as bandas nitidas, de alta intensidade
e reprodutibilidade foram consideradas nas analises, como recomendado por Pérez
et al. (1998). Com isso construiu-se uma matriz com dados binarios (presenca = 1 ou

auséncia = 0 de bandas nas amostras). A matriz obtida foi utilizada para a
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guantificacdo da diversidade genética entre cepas de Moraxella bovis e de Moraxella
bovoculi presente na regido sul do estado do Rio Grande do Sul por meio do
software Genes v. 1990.2007.59 (Aplicativo Computacional em Estatistica Aplicada

a Genetica) (CRUZ, 2008). As estimativas de similaridade genética (sg;;) entre cada

par de linhagens (i,j)) foram obtidas por meio do coeficiente de similaridade Dice
(REIF et al., 2005), respeitando o intervalo de ocorréncia entre 1 (clones) a 0
(altamente divergentes), explicada pela seguinte formula:

2a
T 2a+b+c
Em que, nessa situacdo, a € o nUmero de marcas para 0S quais ambos 0s

S9ij

genatipos tiveram o codigo 1 (presenca de banda); b € o niumero de cédigos O
(auséncia de banda) no gendtipo i e 1 para o genotipo j; ¢ é o numero de codigos 1
no gendtipo i e 0 (auséncia de banda) para o genétipo j. Gendtipos que possuem
maior coincidéncia de presencas e/ou auséncia de bandas sdo considerados mais
similares entre si, ou seja, quanto maior o valor observado de sg;;, mais parecido
sd@o os individuos, ou contrario, quanto menor o valor observado de sg;;, menos
parecido séo os individuos (dg;; = 1 - sg;;) (MEYER, 2002).

A analise de agrupamento (dendogramas) foi realizada por meio da matriz
das estimativas de dissimilaridade (dg;;), com o emprego do método da média néo
ponderada da dissimilaridade - UPMGA (Unweighted Pair-group Method Using
Arithmetic Averages). Pelo método de ligacdo média entre grupos ndo ponderados
(UPMGA), utilizam-se médias aritméticas das medidas de dissimilaridade, o que
evita caracterizar a dissimilaridade por valores extremos entre as amostras de
gendtipo consideradas (CRUZ e CARNEIRO, 2003).

5.3 Resultados e Discussao

A diversidade genética de um amplo grupo de Moraxella spp. coletadas de
cinco municipios localizados no estado do Rio Grande do Sul em surtos de CIB entre
0s anos de 2015 a 2017 foram analisadas por impressodes digitais do DNA por meio
da técnica de RAPD-PCR, JWP1-JWOPAQ7 e ERIC-PCR. Dos 20 primers RAPD
testados, sete foram selecionados (OPA-02, OPA-03, OPA-04, OPA-07, OPA-09,
OPA-11 e OPA-13), por serem mais informativos e produzirem bandas mais nitidas.

Estes primers geraram 107 produtos de amplificacbes (bandas) analisaveis, com



65

média de 12 bandas por primer, com variacdes de seis (OPA-07) a 19 (OPA-03)
bandas analisaveis.

Com base no dendrograma obtido a partir das analises de padrbes de
bandas geradas por RAPD-PCR, JWP1 - JWOPAOQ7 e ERIC-PCR pbde-se observar
a formacao de dois principais grupos geneticamente diferenciados (clados), em que,
das 32 cepas bacterianas 14 foram classificadas como Moraxella bovis e 18 como
Moraxella bovoculi (Figura 9). De acordo com os valores de bootstrap calculados, os
dois clados possuem grande estabilidade, sendo 75,05% e 89,85% para M. bovis e
M. bovoculi, respectivamente.

As distancias genéticas entre as amostras de Moraxella bovis variaram de
0,0379 (3,79%) a 0,4285 (42,85%), com média de 0,1970 (19,70%). Os menores
valores de dissimilaridade foram registrados entre as cepas 391 OD e 171 OD
coletadas de dois animais distintos pertencentes a mesma propriedade localizada no
municipio de Alegrete — RS. Por outro lado, as amostras 6213 OD e 391 OE foram
as mais distantes geneticamente, ambas coletadas de animais distintos
pertencentes aos municipios de Dom Pedrito e Alegrete. Existem duas amostras de
Moraxella bovis isoladas no mesmo surto de um mesmo animal, porém obtidas uma
em cada olho (391 OD e 391 OE), que nao sédo clones e apresentaram-se
relativamente distantes geneticamente (Figura 9). Embora a diversidade genética em
Moraxella spp. (VERHAEGH et al., 2010) seja bem documentada, a co-infec¢do de
um mesmo animal com cepas geneticamente distintas, € um fendmeno raro de ser
detectado, embora, para outras bactérias este fenbmeno ja tenha sido descrito
(OGLE e VASIL, 1991; GASPAR et al., 201), podendo ser um fator complicante no
tratamento de infeccdes, pois cepas distintas podem apresentar distintos perfis de
susceptibilidade a antimicrobianos (GASPAR et al., 2011).
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Os valores de dissimilaridades entre as Moraxellas bovoculi variaram entre
zero (clone) a 0,9354 (93,54%), com média de 0,3962 (39,62%). A analise de
dissimilaridade genética mostrou que dentre as amostras estudadas existem duas
que, possivelmente, sdo clone. Elas pertencem ao mesmo bovino, trata-se das
amostras 120 OD e 120 ND pertencentes ao municipio de Uruguaiana (Figura 9). O
mais elevado indice de divergéncia genética foi verificada entre as amostras 144 NE
e 1213NE, sendo essas amostras coletadas de diferentes animais da raca Hereford
pertencentes a duas fazendas distintas localizadas nos municipios de Uruguaiana e
Dom Pedrito, respectivamente. Com isso, a analise comparativa indicou que a
variabilidade genética entre as cepas de Moraxella bovoculi foi maior que a entre as
cepas de Moraxella bovis.

Sosa e Zunino (2013), avaliando a diversidade genética entre isolados de
Moraxella bovis e Moraxella bovoculi pertencentes a varias provincias do Uruguai
entre os anos de 1983 e 2009 confirmaram a alta diversidade genotipica entre
isolados, 0 que pode ser um problema sério para o projeto de vacinas contra a CIB.
Farias et al. (2015) examinaram a regido 3’ do gene rtxA de 35 estirpes de Moraxella
spp. isoladas de bovinos e ovinos entre 0s anos de 1986 a 2013 e concluiram que a
analise filogenética a partir de citotoxina de cepas de Moraxella spp. indicando uma

clara diferenciacéo entre espécies.
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5.4 Conclusdes

Com base nos resultados apresentados neste capitulo, foi confirmada a
existéncia de variabilidade genética entre as cepas de Moraxella bovis e Moraxella
bovoculi isoladas de bovinos da raga Hereford, acometidos por Ceratoconjuntivite
Infecciosa Bovina, pertencentes a cinco diferentes municipios situados no estado do
Rio Grande do Sul.
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6 Capitulo 3 — Estimacdo dos parametros e valores genéticos para a
susceptibilidade a Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina

6.1 Introducao

A producdo da pecuaria, assim como as demais atividades agricolas,
busca por bons resultados, sendo que a eficiéncia e a lucratividade de um sistema
tornaram-se pontos chave para o sucesso da atividade. No entanto, o indice de
produtividade do rebanho bovino de corte brasileiro ainda esta abaixo do seu real
potencial. Entre os fatores que influenciam os baixos indices zootécnicos e,
consecutivamente, a produtividade, estdo os problemas sanitarios e a composi¢ao
genética dos rebanhos.

Problemas sanitarios sdo, em grande maioria, limitantes da produtividade e
demandam intenso uso de insumos quimicos, nem sempre eficazes, no
tratamento das enfermidades. Entre as principais enfermidades que afetam a
produtividade em bovinos esté a Ceratoconjuntivite Infecciosa Bovina (CIB). A CIB
€ a afeccdo ocular de maior relevancia para a criacdo de bovinos em todo o
mundo. Apesar de raramente fatal, motiva consideraveis perdas econémicas na
producdo do rebanho (SLATTER et al.,, 1982, TROUT e SCHURIG, 1985,
SHRYOCK et al., 1998, MARRION e RILEY, 2000) e é caracterizada por alta
morbidade, pois pode afetar até 80% dos animais (POSTMA et al. 2008). A
doenca tem como agente etiologico a Moraxella bovis (WILCOX, 1970,
CHANDLER et al., 1979), Gnica bactéria capaz de reproduzir a doenca de acordo
com os postulados de Koch (KODJO et al., 1994).

O melhoramento genético animal visa melhorias nas caracteristicas de
interesse zootécnico, por meio do aumento da frequéncia de alelos ou a
combinacao de alelos favoraveis a estas caracteristicas nos rebanhos. Na pratica,
o melhoramento genético visa aumentar a eficiéncia produtiva de um rebanho
buscando selecionar e dirigir sistemas de acasalamento entre animais mais
adaptados ao meio, principalmente no que diz respeito a resisténcia frente as
doencgas e parasitas (CARDOSO et al., 2013; NIETO et al., 2013). Assim, a
identificacdo precisa dos animais que possuem 0S genotipos de interesse é 0
ponto chave para o sucesso do processo de melhoramento (EUCLIDES FILHO,
1999).
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O processo de avaliacdo genética animal envolve trés fases. Sao elas
basicamente: 1) Estimacdo dos parametros genéticos (variancia fenotipica,
genética e ambiental), essenciais para a obtencdo de parametros, valores
genéticos e na adequacdo aos meétodos de selecdo (KENNEDY, 1981), pois
podem restringir o conhecimento preciso das fracdes genéticas das nao
genéticas. 2) Predicdo dos valores genéticos, € necessario o conhecimento das
magnitudes das variancias genéticas aditivas e fenotipicas das caracteristicas
avaliadas ou de suas herdabilidades (CARNEIRO Jr. et al., 2004) e 3)
Classificacdo dos animais selecionados para a reproducdo, com base nos seus
valores genéticos.

Conhecer os parametros genéticos das caracteristicas a serem utilizadas
como critérios de selecao é de fundamental importancia, pois com sua estimacao
€ possivel predizer respostas diretas e correlacionadas a selecao, elaborar
indices e predizer o valor genético dos animais (FARIA et al.,, 2007). A
herdabilidade de uma caracteristica € o parametro de maior relevancia para a
determinacdo da estratégia de melhoramento a ser usada em determinado
rebanho, visto que esta mede a capacidade de transmissdo de uma caracteristica
a sua progénie (FALCONER E MACKAY, 1996). A estimativa de herdabilidade é
calculada pela razdo da variancia genética aditiva sobre a variancia fenotipica.

Existem estudos para quantificar as variacbes genéticas ha
susceptibilidade a CIB (KIZILKAYA et al., 2013; SNOWDER et al., 2005), sendo
que o gado da raca Hereford é mais sensivel a CIB em comparag¢do as racas
Angus, Charolés, Limousin, Red Poll, entre outras (FRISCH, 1995). Entretanto,
poucos estudos na literatura relatam valores de herdabilidade para a
susceptibilidade a CIB, em bovinos Hereford.

O presente estudo teve como objetivo estimar os parametros e valores
genéticos por meio da avaliacao tradicional pelo modelo animal de limiar para a

incidéncia de ceratoconjuntivite infecciosa bovina em bovinos da raca Hereford.
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6.2 Material e Métodos
6.2.1 Dados

Durante o surto de CIB, entre os anos de 2015 a 2017, foram monitorados
652 bovinos da raca Hereford provenientes de quatro fazendas vinculadas ao
programa de melhoramento genético da associacdo de criadores Conexdo Delta
G, criados no Rio Grande do Sul.

Foram realizadas quatro visitas (avaliacbes) em cada propriedade, com
intervalo de aproximadamente 30 dias. O monitoramento teve como finalidade
acompanhar a evolucdo do surto de CIB nas propriedades por meio da
fenotipagem com relacdo a susceptibilidade a doenca, a partir da atribuicdo de
escores de leséo ocular. Para cada olho foi atribuido um escore especifico. Foram
atribuidos escores variaveis entre 0 e 4, como apresentados na Tabela 11. Ao
avaliar a pigmentacao ocular foi observada a porcentagem de area pigmentada ao
redor de toda a mucosa ocular nos dois olhos, entéo foi atribuido o escore 1 a 3,
sendo que valor 1 representa a auséncia de pigmentacdo ocular, 2 parcialmente
pigmentado e 3 mucosa ocular totalmente pigmentada (CARDOSO & LOPA,
2010).

Tabela 11: Escores de lesao de CIB.

Escores Caracteristicas
y=DIE, i* 0 Olho normal, sem leséo.
1 Lacrimejamento, mas sem lesdo conjuntiva/ cérnea.
2 Ulceras na cornea com até 4 mm de diametro
3 Ulceras maiores de 4 mm
4 Rompimento da Ulcera - cegueira permanente

Fonte: A autora

*y=DI/E, i é escore para CIB para o olho direito (D) ou olho esquerdo (E) do animal i (i=1,...n).

Por meio do coeficiente de correcdo de Spearman verificou-se a correlagéo
entre pigmentagdo ocular e graus de lesdo. Essa estimativa foi analisada no
programa estatistico R (versao 3.02).

Para a estimacdo dos parametros e valores genéticos para CIB trés
modelos distintos de classificagdo, incluindo diferentes categorias foram
avaliados, sendo eles:

1) Classificacdo para duas categorias: os escores de CIB do olho direito e

esquerdo foram agrupados para formar a classificagdo contendo duas categorias



75

(c_2): categoria 1, quando ambos os olhos ndo foram afetados (animal sadio);
categoria 2, um ou ambos os olhos foram afetados com qualquer escore de

doenca (escore = 0 uni ou bilateral).

1 yD,i=0 e yE,i=O,}

c2,i= { o,
ye-s 2 caso contrario

2) Classificacdo para trés cateqgorias: na classificacdo da ocorréncia de CIB em

trés categorias (c_3) foram adotados os seguintes critérios: categoria 1, quando
ambos os olhos ndo foram afetados (animal sadio); categoria 2 quando apenas
um dos olhos foi afetado (escore = 0 unilateral) ou 3 quando ambos os olhos

foram afetados (escore 2 0 bilateral).

1 yD,i=0 e yEi=0,
yc3,i=42 yD,i#0 ou yE,i #0,
3 yD,i#0 e yE,i#0

3) Classificacdo para nove cateqoria: os escores de CIB do olho direito e

esquerdo também foram agrupados para formar a classificacdo envolvendo nove
categorias (c_9): soma dos escores de lesdo do olho direito com olho esquerdo
somando +1, com o intuito de excluir os escores zero das avaliacfes. Neste
modelo também se leva em conta a gravidade das lesdes, e ndo apenas a
presenca ou auséncia da doenca. Como exemplo: um animal com escore de

leséo 2 no olho direito e escore 1 no olho esquerdo, fica classificado como 4

ﬁ\
W N =

yD,i+yE,i+1
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O arquivo inicial continha 2053 (soma dos animais avaliados nas quatro
visitas) registros de avaliagdo para CIB. O arquivo de dados possui quatros
campos: identificacdo do animal; grupo contemporaneo, idade do individuo no dia
da avaliacdo; quadratica para idade no momento da avaliacdo e 0s escores para
cada categoria (c_2; ¢ 3 ou c_9). O arquivo de pedigree foi constituido de
263.450 observagbes, foi montado a partir das informacgdes de parentesco dos
652 animais avaliados frente a CIB e possui identificagcdo do animal, pai, mae e

ano de nascimento.

6.2.2 Analise estatistica

Os componentes de variancias das categorias (c_2; ¢ 3 e ¢c_9) de CIB
foram estimadas por inferéncia Bayesiana pelo modelo animal de limiar
(threshold) unicaracteristicas. As analises foram realizadas no software
Thrgibbs1f90 (TSURUTA e MISZTAL, 2006), que estima os componentes de (co)
variancias, bem como as solu¢des para os efeitos sisteméaticos incluidos nos
modelos. As andlises das estimativas a posteriori foram obtidas no aplicativo
Postgibbsfo0 (MISZTAL et al., 2002). Os grupos de contemporaneos (GC) foram
compostos por animais de mesma fazenda, sexo, ano e estacao de nascimento.
Foram utilizados como efeitos sistematicos 0s grupos contemporaneos, o efeito
da covariavel linear e quadrética para idade no momento da avaliagéo.

O modelo matematico nas analises unicaracteristicas pode ser descrito de

forma matricial, pela seguinte equacéo:

y=Xp+Zia+Z,p+e,

Em que,

y = € 0 vetor das variaveis subjacentes nao observaveis;

B,a,pe e sdo os vetores dos efeitos sistematicos de GC e covariaveis, dos
efeitos genéticos aditivos diretos, do efeito de ambiente permanente de animal e
dos efeitos residuais, respectivamente;

X € a matriz de incidéncia dos efeitos sistematicos de GC e das covariaveis;

Z1 e Z, séo as matrizes de incidéncia dos efeitos genéticos aditivos diretos e de

ambiente permanente de animal, respectivamente.
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Por esse modelo verifica-se que uma observacdo (y) em determinado
animal, pode ser influenciada pelos efeitos ambientais identificaveis (£), efeitos
genéticos (a), efeitos de ambiente permanente (p) e efeitos ambientais n&o
identificaveis ou aleatdrios (e). Com isso, possibilita a estimagdo dos valores
genéticos (EBV) dos animais, a partir de analises estatisticas dos valores medidos
(fenotipicos) diretamente nos animais (RESENDE e PEREZ, 1999).

A partir do modelo acima, os valores genéticos dos animais podem ser
preditos a partir da resolucéo de um sistema de equacdes, denominado equacao
de modelos mistos. Sdo validas as seguintes condicdes:

[ AdZ 0 0
al lo 42 o0

:
|
var IZ :i 0 0 IagJI’

em que

A é a matriz de parentesco;

I é a matriz identidade;

o2 é a variancia genética aditiva direta;

o, é avariancia de ambiente permanente e o/ refere-se a variancia residual.

O modelo de limiar para dados categdricos assume a existéncia de um
conjunto de limiares ordenados 10 = -~ <11 <72 <... <TC-1 <TC = * para a
caracteristica e uma variavel subjacente para cada animal i, T € o niumero dos
escores de cada categoria. Toma-se como exemplo a categoria (c_2): Uma vez
gue a caracteristica é avaliada para cada animal (i = {1,2, ... , n}) por meio da
atribuicdo de escores (c) 1 e 2, existem ¢ + 1 = 3 limiares (thresholds) na escala
latente, de forma que, Tmin < T1 <12 < Tmax . Pode-se definir como limiares minimos
€ maximos: 70 = Tyin € tT = Tmax, S€NAO que ¢ — 1 limiares restantes podem assumir
qualquer valor entre Tmin € Tmax. Quando a variavel latente para o animal i esta
entre os limiares 1c-1 e 1C, 0 fendtipo categorico yi para o animal i toma o valor ¢
(SORENSEN e GIANOLA, 2002).

A herdabilidade para a caracteristica foi obtida pela divisédo da variancia
genética aditiva pela variancia fenotipica. Assim, tendo-se os dados (y),

conhecendo o valor da herdabilidade para a caracteristica e preenchendo as
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matrizes X, Z, e A, pode-se predizer o valor genético (a) dos animais pelo modelo
animal.

Preditos dessa forma, os parametros e valores genéticos dos animais foram
obtidos com maxima precisdo, estimados de forma tradicional, utilizando as
informacdes dos proprios animais (dados fenotipicos) e também de seus parentes

(pedigree).
6.3 Resultados e Discussodes

Dos 652 bovinos Hereford avaliados frente ao surto de CIB nos anos de
2016 e 2017, 367 adoeceram, representando uma prevaléncia média de 56%. O
namero de animais diagnosticados com diferentes escores de severidades de
lesdo para CIB em cada uma das quatro avaliagbes para olho direito, olho
esquerdo e ambos os olhos, estdo descritos na Tabela 12. A porcentagem de
animais apresentando cada um dos escores de lesdo ocular na quarta e ultima
avaliacao foi de 58; 15; 19; 4,7; 1,5% para olho esquerdo e 61; 14; 17; 5 e 1,8%
para olho direito para os escores 0, 1, 2, 3 e 4 respectivamente. Os resultados de
elevada prevaléncia a CIB do periodo pés desmame dos animais foram similares
com os encontrados em um estudo prévio com animais da raca Hereford (WARD
e NIELSON, 1979).

Tabela 12: Niumero de animais diagnosticados com diferentes escores de severidades de leséo
para CIB em cada uma das quatro avaliacbes.

Primeira avaliacdo Segunda avaliagéo
OE OE

oD 0 1 2 3 4 Tota oD 0 1 2 3 4 Total
0 405 28 24 4 9 470 0 349 36 15 6 4 410
1 24 68 16 4 2 114 1 23 68 22 2 6 121
2 14 11 20 2 2 49 2 16 10 20 5 0 51
3 1 2 1 0 O 4 3 3 6 8 0o 2 19
4 5 0 6 2 2 15 4 4 0 2 3 2 11

Total 449 109 67 12 15 652 Total 395 120 67 16 14 612

Terceira avaliacédo Quarta avaliagédo
OE OE

oD 0 1 2 3 4 Total oD 0 1 2 3 4 Total
0 347 33 26 8 5 419 0 285 28 56 16 5 390

1 22 41 11 3 O 77 1 16 49 18 6 1 90

2 19 12 40 8 1 80 2 51 20 35 4 1 111

3 8 3 6 3 1 21 3 14 3 12 3 1 33

4 2 0 4 0 O 6 4 6 0 4 1 1 12
Total 398 89 87 22 7 603 Total 372 100 125 30 9 636

OD = Olho direito / OE = Olho esquerdo
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A distribuicdo dos escores para CIB, agrupados em duas, trés e nove
categorias, pode ser vista na Tabela 13. A taxa de animais sadios, de um dos
olhos afetados e ambos os olhos afetados, na quarta avaliacdo foi de 44, 30, 25%
respectivamente. A porcentagem de animais apresentando cada um dos escores

por animal para a categoria c_9 variou de 0,15% a 24%.

Tabela 13: Numero de animais diagnosticados com diferentes graus de CIB, classificados em duas,
trés e nove categorias.

Primeira avaliacéo Segunda avaliagao
Escore por animal para cada uma das Escore por animal para cada uma das
categorias — CIB categorias — CIB
Cat. 1 2 3 4 5 6 7 8 9|cat. 1 2 3 4 5 6 7 809
c 2 405 247 - - - - - - -lc2 349 264 - - - - - -
c3 405 109 138 - - - - - -|¢38 349 107 157 - - - - - -

c9 405 52 106 32 40 5 8 2 2|c9 349 59 99 41 36 20 2 5 2

Terceira avaliagéo Quarta avaliacéo
Escore por animal para cada uma das Escore por animal para cada uma das
categorias — CIB categorias — CIB
Cat. 1 2 3 4 5 6 7 8 9|Cat. 1 2 3 4 5 6 7 89
c 2 347 256 - - - - - - -le2 28 31 - - - - - -
c3 347 123 183 - - - - - -]l€3 28 192 159 - - - - - -

c9 347 55 86 39 53 14 8 1 0]c9 28 44 156 68 55 17 8 2 1

OD = Olho direito / OE = Olho esquerdo
Cat. = Categoria
CIB = ceratoconjuntivite infecciosa bovina

Estes resultados s&o muito semelhantes aos encontrados por Snowder et
al. (2005), no qual estudaram a influéncia dos efeitos genéticos e ambientais na
incidéncia de CIB em nove ragas de bovinos, incluindo a Hereford. Neste trabalho
anterior foi encontrada uma diferenca significativa na prevaléncia de CIB em
Hereford (22,4%), sendo mais suscetivel a enfermidade em questdo, em
comparacao com outras racas (Simmental 7,6%, Charolés 6,5%, Angus 3,7%,
Limousin 3,4%). Com isso, pode-se supor que existem variacdes genéticas para
resisténcia a CIB entre racas, 0 que deve ser considerado no momento da
selecdo. Uma alternativa simples e viavel para reduzir a incidéncia da doenca no
rebanho é selecionar animais sadios e descartar do rebanho os animais
acometidos por CIB.

A correlacéo entre pigmentacdo ocular e susceptibilidade a CIB foi de -0,15

para o olho direito e -0,20 para o olho esquerdo. Apesar de esta correlagao ser
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fraca, alguns autores relatam a maior prevaléncia de CIB na auséncia de
pigmentacéo ocular em animais da raca Hereford (SNOWDER et al. 2005). Frisch
(1975) associou a gravidade da lesdo causada por CIB com o grau de
pigmentacdo ocular em animais Hereford e Brahman, na qual diferencas
significativas foram encontradas entre as racgas, sendo que o Hereford sofreu
maiores taxas de incidéncia e gravidade a CIB devido a baixa pigmentacao
ocular. A selecdo de animais para pigmentacédo ocular vem sendo empregada em
programas de melhoramento genético (CARDOSO & LOPA, 2010). O coeficiente
de correlacdo é um pardmetro importante, pois estabelece a forca do
relacionamento de uma caracteristica em relagdo a outra, podendo ser positiva
(aumento das duas variaveis) ou negativa (quando ocorreu 0 acréscimo de uma e
decréscimo de outra) (STEEL e TORRIE, 1980).

As estimativas de componentes de variancias e das herdabilidade e para
as categorias em estudo encontram-se na Tabela 14.

Tabela 14: Média a posteriori para variancias genética aditiva direta (62), de ambiente
permanente (a,z,) e residual (¢?), e herdabilidades direta (hz) para as categorias (c_2, ¢c_3, ¢c_9)
para incidéncia a CIB.

Variéncias Herdabilidade
Categoria >
o2 ol h
c 2 0,259 0,530 1,002 0,14
c_3 0,174 0,535 1,090 0,096
c_9 0,110 0,378 0,614 0,099

DP= desvio padréo

Foram observadas estimativas de herdabilidade direta para a incidéncia de
CIB de 0,14, 0,096 e 0,099 para os modelos levando em conta duas, trés ou nove
categorias (c_2, c_3 e c_9) respectivamente. A herdabilidade para os modelos
com trés ou nove categorias (c_3 e c¢_ 9) foram muito parecidas, no entanto, se
mostraram inferiores a herdabilidade para a categoria ¢c_2. Ou seja, 0 que deve-se
levar em conta no momento da selecdo, € selecionar animais pela presenca ou
auséncia de enfermidade (CIB) e ndo pela gravidade de lesdo ocular.

Ha poucos estudos na literatura que relatem os indices de herdabilidade
para a caracteristica em questdo, para bovinos Hereford. As estimativas de
herdabilidade foram menores do que aquelas encontradas por Snowder et al.
(2005), os quais examinaram em um grande conjunto de dados, com registro para
incidéncia de CIB em bovinos de racas diversas, ao longo de 20 anos (1983 a

2003). Neste trabalho anterior a estimativa de herdabilidade para a caracteristica
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na raca Hereford foi de 0,28 (SNOWDER et al., 2005). No entanto, Ali et al. (2012)
avaliaram 1583 bovinos (50% Hereford e 50% Shorthorn) frente a surtos de CIB.
Encontraram estimativas de herdabilidade para CIB em torno de 0,17 a 0,19 para
bovinos nas fases de pré-desmame e pdés-desmame, respectivamente. Kizilkaya
et al.,, (2013) relataram estimativas de herdabilidade para a caracteristica em
questdao em torno de 0,10 a 0,25. Esses autores avaliaram 860 animais da raca
Angus, pertencentes a Universidade de lowa-Estados Unidos, durante surtos de
CIB entre os anos de 2004 a 2008.

Como a estimativa de herdabilidade apresentou-se maior na categoria c_2
(Tabela 14), optou-se por trabalhar apenas com essa categoria, uma vez que a
herdabilidade reflete a proporcdo da variacdo fenotipica que podera ser herdada,
ou seja, quantifica a confiabilidade do valor fenotipico como guia para o valor
genético (ROSSMANN, 2001).

As distribuicbes dos valores genéticos preditos (EBVs, do inglés expected
breeding value) para a categoria c_2 encontram-se na Figura 10. Os EBVs variam
entre -0,56 a 0,64. Os valores extremos da distribuicdo nos mostra que existe
uma grande variabilidade na resisténcia ou na susceptibilidade dos animais frente
a CIB. Em um programa de melhoramento genético onde se prioriza a escolha de
animais resistentes a CIB, individuos com menores EBV (extrema esquerda do

gréfico) para CIB seriam candidatos desejaveis para a selecao.

0,8

0,6

0,4

0,2

EBVs

0 @ EBVs

-0,2

0,4 -

-0,6

-0,8

Figura 10: Distribuicdo dos valores genéticos preditos (EBVs) para susceptibilidade a CIB, para os
animais classificados na categoria c_2.
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6.4 Conclusdes

A correlagéo entre pigmentacao ocular e presenca ou gravidade das lesdes foi
fraca. Dada a importancia da pigmentacdo ocular em bovinos da raca Hereford,
sugerem-se maiores investigacdes sobre a importancia de selecionar animais com
pigmentacdo ocular como uma alternativa para reduzir a incidéncia da
ceratoconjuntivite infecciosa bovina.

A susceptibilidade a ceratoconjuntivite infecciosa bovina é uma caracteristica
hereditaria, embora sua herdabilidade seja baixa em animais sobreano da raca
Hereford. O valor dessas estimativas sugere que a selecdo genética por animais

resistentes a esta enfermidade é possivel.
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7 Capitulo 4 - Estudo de associacdo genbmica ampla (GWAS) para
susceptibilidade a Ceratoconjuntivite Infecciosa bovina

7.1 Introducéao

A raca de bovinos de corte Hereford destaca-se das demais racas devido ao
seu potencial na produgéao de carne com textura, maciez e sabor diferenciados. Esta
raca estéa amplamente distribuida nos rebanhos mundiais, sendo uma das trés racas
mais relevantes de bovinos de corte (WILCOX, 1970). Por outro lado, a raca
Hereford € a mais susceptivel frente as doencas oculares, entre elas, a
ceratoconjuntivite infecciosa bovina (CIB) (SNOWDER et al., 2005). A CIB é uma
infeccdo bacteriana altamente contagiosa, que afeta a conjuntiva de bovinos de
todas as faixas etarias, porém, animais jovens sdo geralmente mais acometidos
(KILLINGER, 1977).

Métodos tradicionais de avaliacdo genética se baseiam no fendtipo e
pedigree dos animais. Mais recentemente, 0s avan¢os ocorridos na area da biologia
molecular possibilitaram a genotipagem, proporcionando o uso das informacdes
gendmicas na selecdo de animais pelos programas de melhoramento genético. O
sequenciamento completo do genoma bovino (ELSIK, et al, 2009) e o
desenvolvimento de plataformas de genotipagem de SNPs em alta densidade ao
longo de todo genoma (MATUKUMALLI et al., 2009; ILLUMINA, 2011,
AFFYMETRIX, 2011) possibilitaram verificar a variacdo genética que influencia a
manifestacdo de caracteristicas de interesse econdémico em bovinos por meio dos
estudos de associacao ampla do genoma (GWAS) (PAUSCH et al., 2012; HUSON et
al., 2014).

Nos ultimos anos 0s custos para genotipagem reduziram drasticamente,
porém a genotipagem de todos os animais candidatos a selegdo com painéis de
marcadores SNP de alta densidade ainda € uma pratica financeiramente inexequivel
(BOISON et al.,, 2015). Uma estratégia viavel para se reduzir estes custos de
genotipagem por individuo e, consecutivamente, aumentar a acuracia das
estimativas e a eficiéncia da selecdo gendmica, € a utilizacdo de imputacdo de
genaotipos (BOICHARD et al., 2012; HUANG et al., 2012; KHATKAR et al., 2012;
CARVALHEIRO et al., 2014).

A imputacdo de genotipos € a predicdo de marcadores faltantes ou

desconhecidos que nao foram genotipados em uma amostra de individuos em uma
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populacao especifica. Como exemplo: a genotipagem de fémeas jovens com chip de
baixa densidade (3K, 6K, ou outras densidades), com posterior imputagao para 50K
ou HD (high density) bead chip (777 mil SNPs). A imputacdo de gendtipos pode ser
uma alternativa a ser usada para aumentar o numero de marcadores que poderdo
ser utilizados nos GWAS (MARCHINI e HOWIE, 2010). Nesse contexto, diversos
estudos de GWAS em bovinos de corte tém sido conduzidos com genotipos
imputados (BARENDSE, 2011; CHEN et al., 2012; SANTANA et al.,, 2014a,
SANTANA et al., 2014b).

O GWAS utiliza uma grande quantidade de marcadores espalhados ao longo
de todo o genoma para mapear associacdoes entre regidbes cromossomicas e 0s
fendtipos de interesse, pressupondo que uma determinada mutacao relacionada a
expressao da caracteristica esteja fortemente (desequilibrio de ligacdo) ligada com
alguns marcadores (MENEZES et al., 2013). Significativas associacdes genéticas
para caracteristicas de importancia econémica dentro da producéo de bovinos tém
sido relatadas, incluindo a resisténcia a CIB em Angus (KIZILKAYA et al., 2013).
Desta forma a realizacdo de GWAS torna-se desejavel a fim de identificar
marcadores genéticos e possibilitar a sele¢cdo mais acurada para esta caracteristica
em bovinos da raca Hereford.

Diante da importancia da aplicacdo e da exploracdo das novas tecnologias
disponiveis, o presente trabalho teve como objetivo final a realizacdo de um estudo
de associacdo ampla do genoma (GWAS) para identificacdo de regides gendmicas e
SNPs mais representativos para susceptibilidade a Ceratoconjuntivite Infecciosa
Bovina (CIB) na raca Hereford.

7.2 Material e Métodos
7.2.1 Dados fenotipicos

Os dados fenotipicos utilizados neste trabalho sdo provenientes de animais
da raca Hereford pertencentes a quatro fazendas vinculadas ao programa de
melhoramento genético da associacdo de criadores Conexao Delta G e de rebanhos
do Pampa Plus da ABHB, nascidos no ano de 2015 e criados no Rio Grande do Sul.
Foram utilizados dados de fenoétipo para a susceptibilidade a CIB. A avaliacdo desta
caracteristica foi realizada mediante a atribuicAo de escores para lesdo ocular,
considerando uma escala de 0 a 4 (Tabela 11), conforme descrito mais

detalhadamente no capitulo anterior.
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7.2.2 Dados gendémicos

Pelo ou sangue foram coletados dos 648 animais avaliados fenotipicamente,
para servirem como fonte de DNA. Estas amostras foram enviadas para extracdo de
DNA e genotipagem, que foi realizada por empresa prestadora de servicos. Todos
os animais foram genotipados por meio da tecnologia lllumina®, em chips que
compreendem 30.106 SNPs (30K) (GGP-LD BeadChip®).

7.2.2.1 Controle de qualidade dos dados gendmicos e amostras

As andlises de controle de qualidade tém como objetivo a manutencdo da
integridade dos marcadores e amostras a serem testadas. Para tanto, as andlises de
controle de qualidade em nivel de marcadores e amostras, rotinas foram
desenvolvidas no programa R versao 3.4.1 (R Core Team, 2017) utilizando o pacote
snpStats (CLAYTON, 2015).

Entre os critérios e os limiares de exclusdo dos SNPs, considerou-se:

1) Eficiéncia de Genotipagem (Call Rate): Foram removidos SNP com call rate <
0,98 objetivando eliminar SNP com baixa qualidade de genotipagem (TURNER et
al., 2011).

2) Minor Allele Frequency (MAF): em que a frequéncia minima dos SNPs (<3%) é
identificada. A Frequéncia do alelo menor refere-se a frequéncia na qual o alelo
menos comum ocorre em uma populagéo, ou seja, muito poucas observacdes se
tém sobre esses alelos.

3) SNP que desviam do EHW: foram excluidos os SNPs que apresentaram desvio
significativo do Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), ou seja, SNPs com
frequéncias alélicas P>10"" sdo excluidas.

4) SNPs altamente correlacionados: Avaliou-se a correlagdo entre SNPs dentro de
uma janela de 100 marcadores, sendo excluido das analises um SNP de cada par
altamente correlacionado (r > 0,98).

5) SNP com a mesma coordenada genémica: excluiu-se das analises marcadores
gue se apresentavam com localizacéo idéntica no genoma.

Para amostras, os critérios e limites para exclusdo das mesmas foram: Call rate
(<90%); desvio de heterozigosidade (acima de trés desvios padrbes em relacdo a
meédia); possiveis amostras duplicadas (genotipos idénticos >98%), erros de
identificacdo de sexo.
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Apés controle de qualidade (CQ), 24.858 marcadores SNPs (82,5%), bem
como 632 (97,5%) amostras foram selecionadas para posteriores anélises GWAS.

7.2.2.2 Imputacédo de genotipos

Com o intuito de aumentar a densidade de marcadores, uma analise de
imputacao foi realizada para combinar as informacfes dos 632 animais (24.858
SNPs) com as informagfes disponiveis de 3728 animais genotipados com o
BovineSNP50, previamente submetidos ao controle de qualidade (39.922 SNPs),
por meio do software Fimpute v.2.2. (SARGOLZAEI et al., 2014). Ap6s analises de
FImpute 100% dos gendtipos foram imputados corretamente, sendo assim, 39.922

marcadores foram utilizados nas analises de GWAS.

7.2.3 Estudos de associacdo ampla do genoma

Os valores genéticos preditos (EBV) descritos no capitulo anterior, obtidos
utilizando modelo limiar (threshold) e componentes de variancia preditos a partir do
conjunto de dados em questdo foram derregredidos (DEBV) (GARRICK et al.2009).
As associacdes entre os marcadores moleculares e as informacdes fenotipicas
(DEBVSs) foram realizadas utilizando um modelo misto sob as metodologias Bayes B
(MEUWISSEN et al., 2001) e Bayes Cr (HABIER et al., 2011), no software Gensel
versao 4.0 (FERNANDO e GARRICK, 2009).

A distribuicdo de 1T a priori utilizada em Bayes B foi estimada por meio da
metodologia Bayes Ctr (valor de m = a propor¢cdo de SNPs com efeito nulo),
assumindo o valor de 1 a priori de 0,5.

Por meio do método Bayes B, assumindo = de 0,99 (assume-se que 99% dos
marcadores utilizados na analise ndo possuem efeito sobre a caracteristica), foi
realizado o GWAS para a susceptibilidade a CIB, com o objetivo de identificar os
marcadores e janelas de maior efeito sobre a caracteristica. Foi realizado um total
de 50.000 iteracdes, sendo que as 5000 primeiras foram descartadas no burn-in. O

método Bayes B pode ser representado pelo seguinte modelo estatistico:

k=39.922

y = Z Zl-al-+e

i=1

Em que: y € o vetor dos valores de DEBVs (fenoétipos); k € o numero total de

marcadores (SNPs); z; € o vetor de gendtipos de um marcador i, codificado como
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AA =-10, AB =0 e BB =10; a; é o efeito de substituicdo aleatoria do marcador i com
sua propria variancia; ¢ , € uma variavel aleatéria 0/1 que indica a auséncia (com
probabilidade 1T) ou presenca (com probabilidade 1 - 1) de SNP i no modelo e e &
um vetor de residuos aleatdrios assumido com distribuicdo normal.

Janelas compostas por multiplos marcadores detectam melhor a variabilidade
de determinada regido cromossémica (SAATCHI et al., 2012), por tanto, a
associacdo entre as regibes genOmicas e as caracteristicas fenotipicas foram
avaliadas utilizando 2530 janelas de uma megabase (Mb), incluindo nimero variavel
de marcadores (ordenados conforme genoma bovino UMD 3. 1.) e com diferentes
magnitudes de efeito.

Para a deteccdo de SNPs mais informativos frente a caracteristica em
questdo foram desenvolvidos scripts no software R versdo 3.4.1 (R Core Team,
2017) (SOLLERO et al.,, 2017), em que primeiramente selecionou-se janelas
responsaveis pela maior propor¢cdo da variancia genética para a caracteristica, de
acordo com Onteru et al. (2012). Janelas que apresentaram porcentagem de
variancia genética superior a cinco vezes a variancia genética média esperada para
cada janela (100%/2.530*5=0,2%) foram selecionadas. Portanto, janelas que
apresentaram variancia genética superior a 0,2% foram consideradas como regidées

potencialmente associadas a QTLs (Quantitative Trait Locus).

7.2.4 Andlise de enriguecimento funcional

As janelas gendmicas que explicaram pelo menos 0,2% da variancia genética
foram consideradas como regides com efeito importante, tendo maior probabilidade
de estarem associadas com regides QTLs na caracteristica estudada. Essas regides
encontradas foram exploradas no que diz respeito a sua localizacao para procura de
genes candidatos por meio do banco de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e Ensembl (Entrez IDs, Ensembl gene ID, HGNC
symbols e mais) (CUNNINGHAM et al., 2015). Os principais genes associados a
susceptibilidade a CIB, com base na literatura, tiveram suas func¢des descritas. Para
as analises de enriquecimento funcional, os termos MeSH (Medical Subiject
Headings) foram detectados por meio do pacote MESHR (TSUYUZAKI et al., 2015)
do software R (R CORE TEAM, 2017), e tiveram sua funcionalidade verificada nas

categorias: Anatomia, organismos, doencas e fenbmenos e processos.
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7.3 Resultados e Discusséao
7.3.1 Estudo de associacdo gendbmica ampla (GWAS)

O GWAS uutilizando todos os 39.922 SNPs pelo método Bayes B (7=0,99),
permitiu construir um total de 2530 janelas. Dessas, 0s resultados apontaram sete
regides (janelas de 1Mb) significativas nos cromossomos BTA (Bos taurus (BTA)
chromosome) 3, 11, 14, 18, 26 e 27. Cada uma destas janelas explicou mais de
0,20% da variancia genética para a caracteristica em estudo (CIB) (Tabela 15). O
namero de marcadores encontrados dentro de cada janela variou de 16 a 25 SNPs.
O total de marcadores identificados entre as janelas mais informativas (>0,20%) foi
133. A janela de maior representatividade para CIB foi a 1226, localizada no
cromossomo BTA 11, contendo 20 marcadores, que explicaram 1,46% da variancia
genética para a caracteristica (Tabela 15).

As estimativas obtidas para cada janela de SNPs associada com a
susceptibilidade a CIB, localizacdo e numero total de SNPs abrangidos encontram-
se na Tabela 15. O percentual de variancia explicada para cada janela de 1Mb por
meio do genoma foram apresentados em graficos do tipo Manhattan plot (Figura 11).

O top SNP (Top_SNP_Name) de cada uma das janelas que explicaram
maiores proporcdes de variancia genética (potencial QTL) foram selecionados por
meio dos parametros Model Frequency (ModelFreq) e t.like (Tabela 15). O
parametro de ModelFreq € considerado uma importante ferramenta para selecionar
marcadores, pois representa a proporcdo de cadeias que incluiram determinado
marcador no modelo (Yl et al., 2005). Além do ModelFreq, o valor de t.like também
pode ser utilizado para distinguir marcadores informativos. Este parametro é definido
pela razdo do efeito a posteriori do marcador, dividido pelo desvio padrdo das
distribuicdes destes efeitos (FERNANDO e GARRICK, 2009).

Em um GWAS para a susceptibilidade a CIB em bovinos da raca Angus
(KIZILKAYA et al.,, 2013) foram relatados varios SNP altamente significativos
localizados em cinco janelas associadas a caracteristica nos cromossomos 2, 12,
13, 21. Casas e Stone (2006) relataram a presenca de QTL para a tolerancia a CIB
em bovinos mesticos, no cromossomo 1 e 20. Ainda, Casas e Snowder (2008)
indicaram que a regido no cromossomo 20 pode estar associada a resisténcia geral

a doencas bacterianas (incluindo CIB).
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Tabela 15: Descricdo das janelas genémicas que explicam pelo menos 0,20% da variancia genética total para a susceptibilidade a CIB em bovinos da raca Hereford.

Window Chr SNP; SNPx Posicéo; Posicéao¢ N_SNP  %Var Top_SNP_Name ModelFreq t.like

ARS-BFGL-NGS-20788 0.2765 0.942

1226 11 BTB-01593930 Hapmap22876-BTA-155681 68565 980080 20 1.46
3090 3 ARS-BFGL-NGS-27948 ARS-BFGL-NGS-40088 10000411 10916641 16 0.65  ARSBFGL-NGS-25382 01653  0.904
2381 18 Hapmap32355-BTA-154136  ARS-BFGL-NGS-114894 4146848 4986492 19 0.47 BTB-01617999 0.1268 0876
1840 26  ARS-BFGL-NGS-34118  Hapmap24386-BTA-163519 48042552 489712908 16 0.44 ~ ARS-BFGL-NGS-34118 01275 0.885
1521 14  Hapmap25468-BTC-063927  ARS-BFGL-NGS-76832 12005796 12934396 25 034  ARSBFGL-NGS-20645  0.0909  0.861
1229 11 ARS-BFGL-NGS-31804 ARS-BFGL-NGS-18450 3044180 3971531 20 023  ARS-BFGL-NGS-69066  0.0816  0.858
2420 27 Hapmap42802-BTA-109751  ARS-BFGL-NGS-9378 35024154 35985713 17 0.03 ARS-BFGL-NGS-110790  0.0767  0.848

SNP;= SNP presente no inicio da janela genémica; SNP;= SNP presente no final da janela gendmica; Posi¢cdo;= posicdo (em pares de base) do inicio da janela gendmica;
Posicaos= posicao (em pares de base) do final da janela gendmica; N_SNP= Numeros de SNPs presentes na janela gendmica e %Var= Propor¢éo de variancia genética
para incidéncia a CIB explicada pela janela gendmica; Top_SNP_Name= nome do SNP top da janela gendmica (em termos de ModelFreq e t.like).

%Variancia explicada para cada janela de 1Mb através do genoma

“%Var

R e ': .t '\_ = i‘ . " A adand &1".‘_. -

Cromossomo
Figura 11: Grafico de Manhattan com os resultados para o estudo de associacdo ampla do genoma realizado pelo método Bayes B (m=0.99) para a

susceptibilidade a CIB.
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Vale ressaltar que as regides detectadas neste trabalho sdo inéditas para a
susceptibilidade a CIB, ou seja, ndo ha regides significativas condizentes com o0s
QTLs relatados em estudos anteriores para incidéncia CIB (CASAS e STONE, 2006;
CASAS e SNOWDER, 2008; KIZILKAYA et al., 2013). A diferenca pode se dar em
parte devido as diferencas de metodologia empregadas nos estudos (uma Unica
raca de animais - Hereford) e o estudo anterior (touros Bos Taurus x Bos indicus
acasalados com vacas de mdultiplas racas) ou ainda devido ao pequeno namero de
amostras analisadas. Essas diferencas entre os resultados podem indicar diferentes
caminhos metabolicos ou diferentes QTL segregantes (dentro da raca versus outras
racas) para a ocorréncia de CIB.

7.3.2 Anédlise de enriguecimento funcional utilizando os termos MeSH

Apds a correcdo para multiplos testes realizada pelo procedimento de
Benjamini e Hochberg (p<0,05) as analises de enriquecimento funcional utilizando
MeSH revelaram oito termos significativos considerando a lista de genes identificada
a partir dos marcadores selecionados (Tabela 16). Dois destes termos (D017949-
retinal cone photoreceptor cells e D001770- Blood Bactericidal Activity) foram
discutidos neste trabalho por apresentarem-se mais relacionados a susceptibilidade
a CIB.

O termo retinal cone photoreceptor cells (células fotorreceptoras do cone
retinal) tem associacdo importante na captacdo de luz pelo sistema visual. Estas
células convertem a luz em impulsos elétricos enviados ao cortex cerebral
responsavel pela visdo, no qual a sensacdo de visdo ocorre (LEITE et al., 2013).
Segundo Conceicdo e Turnes (2003) um dos fatores pré disponentes para o
acometimento por ceratoconjuntivite em bovinos é o aumento do foto periodo, ou
seja, maior incidéncia de raios UV sobre a retina dos animais. Como consequéncia,
h& uma predisposicdo a proliferacdo da bactéria Moraxella bovis (tendo como
principal agente transmissor as moscas) causadora de CIB.

O blood bactericidal activity (atividade bactericida do sangue) refere-se a
propriedade bactericida natural do sangue. Os primeiros sinais clinicos da CIB séo
desencadeados pela aderéncia da bactéria Moraxella bovis na conjuntiva do bovino.
Citotoxinas com atividade enziméatica provocam lesbes na coérnea beneficiando a
colonizacdo por bactérias (ARAUJO e RICCIARDI, 1988). A lise celular estimula um

processo inflamatoério que gera um edema de cérnea e provoca migragcdo de células
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inflamatoérias (GIL TURNES, 2001). Os neutréfilos sdo células sanguineas que
fazem parte do sistema imunoldgico dos animais. Os neutrofilos sdo capazes de
fagocitar, degradam os fatores de viruléncia das bactérias, evitando assim a
propagacdo dessas e garante uma alta concentracdo local de agentes

antimicrobianos do sangue para a inibicdo das bactérias envolvidas na CIB.



Tabela 16: Termos MeSH relacionados com a susceptibilidade a CIB em bovinos Hereford com seus devidos p-values (p<0,05).

MeSH _ID MeSH_Name N° total de genes  Genes Significativos Gene Symbol p_value
D001403 Babesia 1 1 ACKR1 0,0023
D010966 Plasmodium vivax 1 1 ACKR1 0,0023
D001404 Babesiosis 1 1 ACKR1 0,0023
D001770 Blood Bactericidal Activity 6 1 CRP 0,014
D017949 Retinal Cone photoreceptor cells 13 1 CNGA3 0,030
D000824 Animal Nutritional Physiological Phenomena 13 1 CRP 0,030
D019556 COS cells 147 2 SFRP1 ,MGAT4A 0,045
D024506 5 Flanking Region 22 1 ACKR1 0,050

94
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7.3.3 Genes candidatos

As regides genbmicas pré-selecionadas, contendo os 133 SNPs mais
informativos, foram consideradas como regides de efeito importante para a
caracteristica estudada.

Duas janelas gendmicas (1226 e 1229) apresentaram efeito significativo para
a susceptibilidade a CIB no cromossomo BTA1ll, explicando 1,46% e 0,23% da
variancia genética. Os genes CNGA3 e MGAT4A respectivamente estdo localizados
nestas regides gendmicas. O cromossomo 11 ja foi previamente associado a
caracteristica pigmentacdo ocular na raca Fleckvieh (Pausch et al., 2012). A
auséncia de pigmentacdo ocular pode desencadear uma irritagdo ocular, causada
pela irradiacdo solar, e com isso ha uma predisposicéo para a instalacdo da bactéria
Moraxella bovis na conjuntiva, causando assim a enfermidade CIB (WARD e
NIELSON, 1979). O gene CNGA3 € um dos seis fotorreceptores pertencentes ao
canal CNG do cone retinal (DAI et al., 2013). Esse canal é conhecido pela sua
contribuicdo essencial para a fototransducédo conica (WISSINGER et al., 2001). A
proteina codificada pelo gene MGAT4A [Mannosyl (Alpha-1,3-) -Glycoprotein Beta-
1,4-N-Acetylglucosaminyltransferase, Isozyme A] possui forte influéncia na
metabolizacdo de carboidratos, no processo de diferenciagcdo celular e da
oncogénese (SILVEIRA, 2008). O BTAll merece atengdo, pois apresenta
marcadores significativos associados a outro grave problema no qual repercute na
economia de pecuaria de corte brasileira, como reportado por Sollero et al. (2015),
estudando animais das racas Hereford e Braford, associaram alguns cromossomos,
entre eles o BTA11l, com os SNPs mais significativos para a caracteristica de
resisténcia a carrapatos em bovinos.

A janela gendmica 309 no cromossomo BTA3 explicou 0,65% da variancia
genética para a caracteristica em questdo, na qual foram identificados dois genes
gue potencialmente influenciam as vias ou processos imunoldgicos: ACKR1 e CRP.
O receptor atipico de quimiocinas 1 (ACKR1- Atypical chemokine receptor 1), mais
conhecido como antigeno do grupo sanguineo DARC, sdo capazes de regular as
respostas imunes e inflamatdrias de varias maneiras inclusive como receptores que
atraem as quimiocinas e realizam a degradacdo das mesmas (MANTOVANI et al.,
2001). Ja o gene CRP (C — Reactive protein), pertence ao grupo dos reguladores de

proteinas de sinalizacdo. Durante infeccbes e condicbes estressantes, o0s
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macréfagos secretam citocinas que estimulam o figado a sintetizar rapidamente
grandes quantidades de CRP (C-reactive protein) (LEE et al., 2003). A proteina CRP
desempenha um papel importante na destruicdo de agentes infecciosos,
minimizando os danos nos tecidos, facilitando a reparacéo e regeneracédo de tecidos
(SARIKAPUTI et al., 1991; HORADAGODA et al., 1999). Em estudos realizados por
Schrodl et al. (1995) os niveis de CRP em vacas com mastite foram muito maiores
do que os de vacas saudaveis. Os genes ACKR1 e CRP estdo associados ao
sistema imunologico dos bovinos, tornando-se genes candidatos a susceptibilidade a
CIB.

No cromossomo BTA18, uma janela gendmica 1840 foi identificada, a qual
explicou 0,47% da variancia genética. A janela genbmica 2381 associada ao
cromossomo BTA26, explicou 0,44% da variancia genética. No cromossomo BTA14,
a janela gendbmica 1521 identificada explicou 0,34% da variancia genética. Essas
trés janelas gendmicas ndo foram associadas a genes potencialmente relacionados
a susceptibilidade a CIB. Entretanto, esses trés cromossomos estdo associados a
outras importantes caracteristicas produtivas e doencas que afetam diretamente o
sistema de producéo de bovinos de corte (WEIMER et al., 2007; MARQUES et al.,
2009; ZANELLA et al., 2011; OLIVIERI, 2015; CARDOSO, 2016).

No cromossomo BTA27, a janela gendmica 2420 de maior efeito para a
caracteristica em questdo, explicando 0,23% da variancia genética, na qual foi
encontrado o gene SFRP1. O gene SFRP1 pertence a familia das SFRPs (Secreted
frizzled- related protein), que sdo reguladores extracelulares da via canbnica de
sinalizacdo Wnt (proliferacdo celular e formacéo de tecidos) (DESCAMPS et al.,
2008), atuando na inibicdo desta via de sinalizacdo na fase de formacéo das células
musculares embrionarias (mioblastos) (AKIMOTO et al.,, 2005). Machado et al.
(2010), utilizando 180 microssatélites identificaram QTLs significativos no
cromossomo BTA1l, BTA27 e em outros para a caracteristica de resisténcia ao

carrapato.
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7.4 Conclusdes

Para estes conjuntos de dados o método Bayes B permitiu identificar regibes
gendmicas associadas a susceptibilidade a CIB.

A partir dos estudos de associacdo gendmica ampla foi possivel identificar
regibes gendmicas nos cromossomos 3, 11, 14, 18, 26 e 27 associados a CIB em
bovinos da raga Hereford.

Os termos MeSH Retinal Cone photorecptor cells e Blood Bactericidal Activity,
apontam para importantes processos biolégicos que estdo relacionados com a
expressdo fenotipica das lesbes ocorridas pela CIB, fornecendo descobertas de
potenciais genes candidatos para aumentar o conhecimento sobre os componentes

genéticos ligados a susceptibilidade a CIB em animais da raca Hereford.
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8 Consideragdes gerais

Além de Moraxella bovis, Unico microrganismo comprovadamente capaz de
causar CIB, outras duas espécies foram isoladas: Moraxella bovoculi e Moraxella
ovis. As cepas de Moraxella bovoculi foram isoladas em todas as localidades
abrangidas neste estudo, jA a Moraxella ovis em duas delas (Alegrete e Dom
Pedrito). Com base nestes resultados, conclui-se que outras bactérias do género
Moraxella podem estar associadas a CIB.

A CIB interfere de forma clara na eficiéncia produtiva dos rebanhos bovinos,
gerando grandes perdas econdmicas (SLATTER et al., 1982; KIRKPATRICK e
LALMAR, 2015). Portanto é de extrema importancia que medidas efetivas de
controle e profilaxia sejam realizadas. Por isso, € importante que as vacinas
comerciais contra a CIB fossem compostas pelas trés espécies de Moraxella, para
gue se tenham maiores porcentagens de cobertura contra a doenca.

O valor de herdabilidade estimado para a susceptibilidade a CIB em bovinos
Hereford neste estudo indica que progressos podem ser conseguidos usando esta
medida como uma ferramenta para selecdo animal, 0 que sugere que mais
pesquisas e maior atencdo deve ser dada a esta caracteristica em programas de
melhoramento.

A identificacdo das regibes gendmicas associadas a susceptibilidade a CIB
podem esclarecer loci que influenciam essa varidvel e apontar possiveis
mecanismos fisiolégicos. No estudo em questdo, algumas regibes foram
identificadas, como de maior efeito para a susceptibilidade a CIB. Ainda assim,
deve-se enfatizar que o pequeno numero de amostras analisadas pode ter
contribuido para a reducédo do poder de deteccdo, de modo que importantes regides
podem néao ter sido identificadas, salientando a necessidade de continuidade do

trabalho.
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Anexo A: Comparacédo entre as diferentes técnicas de identificacao dos agentes envolvidos em surtos de CIB.

Bateria Bioquimica

Identificacdo - Bioquimica

Identificacdo - MALDI-TOF

Identificacéo por PCR

Identificacdo - Sequenciamento

2= S8 a1l e §
N° [ Amostras “_g é § Ecg 5 g '% Resultado Resultado Resultado Resultado

2|°18|5(6|%]|8
1| Tam-1 [+ | - |CB| + |+ | - | + | Moraxella bovis Moraxella bovis Moraxella bovis N&o enviado para analise
2| 1213NE | + | - |CB| + | + | - | + | Moraxella bovis Identificag&o ndo confiavel Moraxella bovoculi Problemas na amostra
3| 3240E |+ | - |CB| + | + | - | + | Moraxella bovis Moraxella bovis Moraxella bovis N&o enviado para andlise
4 M.ovis |+ ] - |DC|+ |+ ]|+ | - |Moraxella ovis N&o enviado para analise Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi — 100%
5| Tam-2 |+ ]| - |DC| + | + | - | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
6 |JUR-1988( + | - [DC| + | + | - | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
7] 60520E |+ | - [DC| + | + | - | - |Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
8| 1810D |+ | - |DC| + | + | - | - | Moraxella bovoculi Identificagdo ndo confiavel Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
9 67 OD + |- [DC]+ ]|+ | -] - |Moraxella bovoculi Identificagdo ndo confiavel Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
10| 13680D | + | - [DC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
11| 11380E [ + [ - [DC| + | + | - | - |Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
12| 11920D | + | - [DC| + | + | - | - |[Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
13| 916 NE |+ | - [DC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi Identificagdo ndo confiavel Nao conclusivo N&o enviado para analise
14] 2810D | + | - [DC|+ | + | - | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para andlise
15| 171 0E | + | - |[CB| - | + | + | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovis Moraxella bovis Moraxella bovis - 99%
16| 5623 0E | + | - [DC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
17| 144NE [+ | - [CB| + | + | - | - |Moraxella bovoculi Identificagdo ndo confiavel Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
18| 3130D |+ | - [DC| + | + | + | - [Moraxella bovoculi Identificagdo ndo confiavel Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
19 6660D |+ | - [DC| + | + | + | - [Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
20| 330NE |+ | - |DC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
21 2500D |+ | - |DC| + | + | + | - |Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para analise

DC = Diplococos / CB = Cocobacilos

Continua.
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Anexo A: Comparacéao entre as diferentes técnicas de identificagdo dos agentes envolvidos em surtos de CIB.

Bateria Bioquimica

Identificagéo - Bioquimica

Identificag&o - MALDI-TOF

Identificagdo - PCR

Identificagéo - Sequenciamento

) Slol o @

212121818 8|¢8
N° [ Amostras | ‘2 é S|®|3T g = Resultado Resultado Resultado Resultado

2|°18[5(6]|%|8
22| 290E |+ | - |DC| + | + | + | - |Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para andlise
23| 976 NE | + | - |CB| - | + | - | - | Moraxella bovoculi Identificag&o ndo confiavel | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
241 1510E | + | - |CB| - | + | - | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovis Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
25112950D| + | - |IDC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para andlise
26| 300E |+ | - |DC| + |+ | -] - |Moraxella bovoculi N&o é Moraxella N&o conclusivo N&o enviado para andlise
27| 3910E | +| - |CB| + | + | - | - | Moraxella bovoculi Identificagdo ndo confiavel | Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
28 |13620E| + | - |IDC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi N&o é Moraxella Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi — 100%
29| 581ND | + | - [DC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi N&o é Moraxella Moraxella bovoculi N&o enviado para andlise
30 682ND | + | - |[DC| + | + | - | - | Moraxella bovoculi Nao é Moraxella Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi — 100%
31|64770D| + | - |IDC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi Moraxella bovoculi N&o enviado para andlise
32| 928NE | + | - |CB| + | + | - | - | Moraxella bovoculi Identificag&o ndo confiavel | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
33| 175NE | + | - |CB| - | + | - | - | Moraxella bovoculi Identificag&o ndo confiavel | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise
341 1870D | +| - |CB| - | + | - | - | Moraxella bovoculi N&o é Moraxella Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
35[9760OD | +| - |CB| - | + ]| - | - | Moraxella bovoculi Moraxella bovis Moraxella bovis Moraxella bovis -99%
37| 120ND | + | - |CB| + | + | + | - | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovoculi N&o enviado para andlise
38| 8740E | + | - |ICB| + | + | + | - | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
39| 37TNE | +| - |[DC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi Nao enviado para analise N&o conclusivo N&o enviado para analise
40| 1280E [+ | - [DC| + | + | + | - |Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%

DC = Diplococos / CB = Cocobacilos

Continua.
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Anexo A: Comparacao entre as diferentes técnicas de identificacdo dos agentes envolvidos em surtos de CIB.

Bateria Bioquimica

Identificacdo - Bioquimica

Identificacdo - MALDI-TOF

Identificacdo - PCR

Identificacdo - Sequenciamento

) S ol o Q

21218228
N° [ Amostras | ‘2 é S| = S g '% Resultado Resultado Resultado Resultado

21°18|5(5|%]|8
41| 338NE [+ | - |DC| + | + | + | - |[Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovoculi N&o enviado para andlise
421 1200D [+ | - |CB| + | + | + | - |Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovoculi N&o enviado para andlise
43| 87NE [+ | - |CB| + |+ |+ Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella ovis Moraxella ovis *- 92%
44| 1040E [+ | - |CB| - [ + | + | - |Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 100%
45165870D| + | - [IDC| - [ + | - | - |Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
46 | 64300D | + | - [IDC| - [ + | - | - |Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
36| 198NE | + | - |DC| + | + | + | - | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella ovis Moraxella ovis * — 92%
47 | 6117ND | + | - |IDC| + [ + | - | - |Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella ovis Moraxella ovis * — 92%
48 | 6587 ND [ + | - |[DC| - [ + | - | - |Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
49 162190D| + | - |CB| - [ + | - | - |Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
50| 1940D | + | - |DC| + | + | - | - | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
51| 6360NE | + | - |[DC| - | + | - | - | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
526456 0E| + | - |CB| - | + | - | - | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
531 3910D | +| - |DC| - | + | - | - | Moraxella bovoculi Identificag&o ndo confiavel | Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
541 1710D | + | - |DC| - | + | - | - | Moraxella bovoculi N&o enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%
55[62130D| + | - [CB| - | + | - | - | Moraxella bovoculi Nao enviado para analise Moraxella bovis Moraxella bovis — 99%

DC = Diplococos / CB = Cocobacilos
1identificaqzio ndo confiavel.




