or tuberculose

valioso material bioldgico

colecionado pelo INIAV

no ambito da sua ativi-

dade como Laboratorio
Nacional de Referéncia, aliado
a tecnologias de ultima geragao,
coloca-o atualmente numa posi-
¢do impar para desvendar, com
uma resolugdo sem precedentes,
os padroes de transmissdo da TB
animal em diferentes cenarios
epidemioldgicos do territério
nacional. Acresce a possibilida-
de de se esclarecer os mecanis-
mos de varia¢do antigénica deste
agente patogénico, os quais tém
implicagdes no diagnostico labo-
ratorial, na transmissdo e na evo-
lu¢do do quadro clinico, e cujo
conhecimento ¢ crucial para o
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"0 projeto
COLOSSUS

0 projeto COLOSSUS, liderado pelo INIAV, tem como objetivo inferir as cadeias de transmisséo em
ungulados domésticos e selvagens, reconstruir a historia epidemioldgica de M. bovis nas diferentes
regides, hierarquizar o risco de infecéo e identificar a(s) espécie(s) chave na(s) qual(is) devem ser
priorizadas intervencoes, reunindo informacao robusta e relevante que dé suporte as tomadas de
decisao pelas autoridades oficiais, proprietarios e entidades gestoras.

TEXTO: MONICA V. CUNHA'2 (monica.cunha@iniav.pt) FOTOS: ISTOCK

desenvolvimento futuro de uma
estratégia eficaz que proteja os
animais da infegao.

PORQUE A CARATERIZACAO
MOLECULAR DE
MYCOBACTERIUM BOVIS?
Conjuntamente com a recolha de
dados epidemioldgicos de preva-
léncia de tuberculose em ungula-
dos domésticos e em espécies de
caga maior, e da definicdo de uma
area de risco, foram realizados e
publicados pelo INIAYV, ao longo
dos anos, trabalhos cientificos
tendo por base a caracterizagio
molecular de Mycobacterium
bovis isolado de diferentes hos-
pedeiros, em diferentes cenarios
epidemioldgicos e contextos

espaciotemporais. Esta analise
molecular ¢ fundamental para se
conhecerem as fontes e vias de
transmissdo, sendo que a identi-
ficacdo de isolados bacterianos
com a mesma “assinatura mole-
cular” em hospedeiros domésticos
e silvestres suporta a hipotese de
transmissdo entre hospedeiros (2
escala individual) ou diferentes
espécies de ungulados (a escala da
populagdo ou da zona de caga).
O INTAV dispde da maior cole-
¢a0 nacional de M. bovis € M.
caprae, que totaliza cerca de 3000
isolados obtidos desde 2003. Foi
pioneiro na caraterizagdo mole-
cular dos isolados bacterianos
nacionais por spoligotyping e
MIRU-VNTR e tem genotipado,

desde 2008 e com regularidade,
os isolados oriundos de varias
espécies animais, do territorio
continental e dos Agores, confir-
mando a predominancia de um
complexo clonal na Peninsula
Ibérica (clone Europeu 2), ao
qual pertencem cerca de 70% das
estirpes, e identificando no nosso
pais varios genoétipos e clades
ndo anteriormente reportados.
Os estudos liderados pelo INIAV
permitiram também sustentar a
investigacdo epidemioldgica de
surtos em exploragdes € casos
de re-infegdo apds vazio sanita-
rio associados a movimentagao
animal. Tém ainda salientado
a elevada diversidade genotipi-
ca de M. bovis nas espécies de

COLOSSUS

ControlO de tubercuL0Se na interface hovinoS-
faUna Silvestre com recurso a solucoes
inovadoras inspiradas na natureza (POCI-01-
0145- FEDER-029783)

0 INIAV coordena atualmente um projeto

de investigacao multidisciplinar (Acrénimo
COLOSSUS), que tem como parceiros a Faculdade
de Ciéncias da Universidade de Lishoa e o CIBIO

da Universidade do Porto e colaboracdo com a
Universidade da Georgia, nos EUA. O projeto visa a
sequenciacdo do genoma de centenas de isolados
de M. bovis e o desenvolvimento de modelos
eco-epidemioldgicos, a varias escalas, baseados

na incorporacao de dados epidemioldgicos e
incorporacdo da filodindmica de M. bovis em
modelos matematicos para inferir, com simulacdes
estocasticas, e a escala fina do genoma, as cadeias
de transmissao (na figura anexa). A filodinamica
explora o facto de os genomas (patriménio genético)
dos microrganismos acumularem mutagdes ao longo
do tempo. A evolucao natural dos microrganismos,
acresce que tipicamente associado ao “salto” de
um hospedeiro para o outro ficam “cicatrizes”
desse processo de transmissao, i.e. mutacoes

no territdrio nacional e identificar quantitativamente
a(s) espécie(s)-chave na(s) qual(is) devem ser
priorizadas intervencdes, tendo por base os genomas
da colecdo de isolados de M. bovis oriundos de
bovinos, javalis, veados, e outras espécies animais,
bem como metadados sobre o cenério em que foram

recolhidos. Neste projeto, estd também previsto o
desenvolvimento de um novo método que permitira
caraterizar a resiliéncia e o genoma de M. bovis
presente no ambiente (solo e dgua), avaliando
& quantitativamente o peso desta componente nas
: cadeias de transmissao indireta. Estas dinamicas
| serdo incorporadas em modelos preditivos de
s —  transmisséo e controlo de doencas, abrindo
caminho para o desenvolvimento de uma aplicagao
computacional capaz de quantificar o efeito (e 0
custo/heneficio) de uma dada intervencao (por
) ] exemplo, abate seletivo de uma dada classe etaria
_— de veados), ajudando os tomadores de decisao a
fazer escolhas informadas nas opgdes de controlo.
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Assim, o financiamento deste projeto possibilitara k= \ /

reconstruir a histéria demografica da tuberculose W o,

Arvore de transmissao: reconstrugao (por simulago estocastica) das cadeias de transmissao entre

bovinos, veados e javalis, tendo como informacao de base o ano de isolamento, espécie hospedeira e regiao
geografica de animais positivos a tuberculose nos distritos de Beja, Castelo Branco e Portalegre. As ligacdes
estabelecidas tém por base o niimero de diferencas nucleotidicas (niimeros indicados sobre as ligacdes)
detetadas nos genomas dos isolados em comparacao. Vermelho - hovinos; azul - javalis; verde - veados.
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'Investigadora do Instituto Nacional de Investigagdo Agraria
e Veterindria, I.P. (INIAV, I.P) e do Centro de Competéncias
para o Estudo, Gestdo e Sustentabilidade das Espécies
Cinegéticas e Biodiversidade.

2E a Investigadora Responsavel pelo projeto COLOSSUS
(POCI-01-0145- FEDER-029783), financiado através de Fundos
do Programa Operacional de Competitividade e Internacionalizacao
(POCI), na sua componente FEDER, e do Programa Operacional
Regional de Lisboa, na componente de Orcamento de Estado.

ungulados do territério nacional,
mostrado a associa¢do de geno-
tipos (“perfil de identidade™) de
isolados obtidos de diferentes
espécies hospedeiras numa mes-
ma regido, e mostrado a existén-
cia de gendtipos comuns com 0s
de isolados de surtos ocorridos
em Espanha.

NOVA ABORDAGEM PARA
INFORMAR DECISOES

Apesar de terem sido identifi-
cados alguns fatores de risco ao
nivel das exploragdes, que podem
ser mitigados pelo maneio e refor-
¢o de medidas de biosseguranga,
a existéncia de reservatorios selva-
gens e a inexisténcia de uma vaci-
na eficaz que proteja os animais

da infecio limitam grandemente
o controlo desta doenga.
Embora a vigilancia regular
tenha fornecido informagoes
valiosas sobre a prevaléncia e a
ocorréncia espacial da TB em

silvestres, na interface entre bovi-
nos e ungulados silvestres e entre
os animais e o ambiente. Apesar
das associagdes epidemiologicas
estabelecidas até ao momento
com base em perfis de genotipa-

Conhecer a dinamica de transmissao € essencial
para estabelecer politicas sanitarias

areas onde o javali e o veado sdo
simpatricos, e onde existe sobre-
posigdo de habitat com bovinos
de regime extensivo, subsistem
muitos aspetos desconhecidos a
escala local ou individual, nome-
adamente os aspetos determinis-
ticos das cadeias de transmissio
entre bovinos, entre ungulados

gem convencionais dos isolados
clinicos, ndo ha evidéncia, a uma
escala fina, das cadeias de trans-
missdo relacionando a infegdo
dos hospedeiros selvagens com
a dos hospedeiros domésticos
(ou a nivel intraespecifico, i.e.
entre animais da mesma espécie)
que permita inequivocamente

demonstrar o contexto espacio-
temporal e o cenario ecologico
em que tera ocorrido transmis-
sdo cruzada. Esta possibilidade
de grande resolugdo dos proces-
sos de transmissdo ¢ hoje ofereci-
da por técnicas de sequenciagdo
de nova geragdo e por simulagdes
estocasticas associadas a mode-
los matematicos, que permitem
reconstruir, com uma probabi-
lidade associada, uma ou mais
cadeias de transmissdo. O conhe-
cimento mecanistico desta dini-
mica de transmissiio € essencial
para se poder inferir o impacto de
novas intervencdes no controlo da
doenca ¢ para informar/apoiar as
politicas sanitarias e de gestao de
populagdes. [ ]
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