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RESUMO

A tuberculose é uma enfermidade infecciosa crônica, que afeta mamíferos e aves e constitui
um sério problema de saúde pública e animal. Objetivando realizar um levantamento molecular
da enfermidade em bovinos abatidos em matadouros frigoríficos no Estado da Bahia, Brasil, foram
analisadas as lesões pulmonares e de linfonodos mediastínicos de 43 carcaças de animais abatidos
em três matadouros-frigoríficos localizados na Região Metropolitana de Salvador, Bahia. Sete
isolados de Mycobacterium bovis  foram identificados, através da técnica do spolygotyping,  e
discriminados em três diferentes espoligotipos (SB1055, SB0120 e SB0268) descritos no Brasil e em
diversas áreas do mundo. Os resultados indicam que o método de diagnóstico utilizado pode
contribuir para a criação de uma base de dados para o estudo epidemiológico da tuberculose
bovina no Estado da Bahia.
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ABSTRACT

USE OF SPOLIGOTYPING FOR GENETIC TYPING OF MYCOBACTERIUM BOVIS ISOLATES
FROM SLAUGHTERED ANIMALS IN THE METROPOLITAN AREA OF SALVADOR, BAHIA,
BRAZIL. Tuberculosis is an infectious chronic disease that affects mammals and birds and
constitutes a serious problem for public and animal health. Pulmonary and mediastinic lymph
node lesions of 43 animals slaughtered in 3 slaughterhouses in the metropolitan region of the city
of Salvador, Bahia, Brazil, were analyzed with the objective of obtaining a molecular survey of
the disease in bovines slaughtered in slaughterhouses in the state. Seven isolates of Mycobacterium
bovis were identified through the spoligotyping technique and classified into 3 different spoligotypes
(SB1055, SB0120, SB0268), described in Brazil and in many areas worldwide. The results indicate
that the diagnostic method utilized may contribute to the creation of a database for the
epidemiologic study of bovine tuberculosis in the state of Bahia.
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INTRODUÇÃO

A tuberculose causada pelo Mycobacterium bovis é
uma doença infecto-contagiosa de caráter zoonótico
e evolução crônica que acomete principalmente bovi-
nos e bubalinos. Caracteriza-se pelo desenvolvimen-
to progressivo de lesões nodulares denominadas tu-

bérculos, que podem se localizar em qualquer órgão
ou tecido (BROLIO, LIMA FILHO, 1976).

As graves consequências desta zoonose não resi-
dem exclusivamente nos significativos coeficientes
de morbidade e mortalidade para o homem, mas
também nos prejuízos econômicos, decorrentes de
sua disseminação nas populações animais, as quais,
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por seu turno, assumem importante papel como fon-
tes de infecção para a população humana (ACHA;
SZYFRES, 1977).

A importância econômica atribuída à doença bo-
vina está baseada nas perdas diretas resultantes da
morte de animais, da queda no ganho de peso e
diminuição da produção de leite, do descarte precoce
e eliminação de animais de alto valor zootécnico e
condenação de carcaças ao abate. Estima-se que os
animais infectados percam de 10 a 25% de sua efici-
ência produtiva. Existe ainda a perda de prestígio e
credibilidade da unidade de criação onde a doença é
constatada (BRASIL, 2006).

O agente etiológico da tuberculose pertence ao
gênero Mycobacterium que contem mais de 50 espécies.
O M. bovis está agrupado no “Complexo Mycobacterium
tuberculosis”, representado pelas principais
micobactérias com importância epidemiológica: M.
tuberculosis, M. bovis, M. microti e Mycobacterium canetti,
M. africanum, este último ainda não isolado no Brasil
(BIER, 1978; CORNER, 1994; BROSCH et al., 2002; ZINK;
NERLICH, 2004). Novas espécies, a exemplo da M.
caprae e M. pinnipedii, têm sido propostas para inclu-
são neste complexo (COUSINS et al., 2003).

No Brasil, a situação da tuberculose bovina não se
encontra bem delineada, pois os estudos disponíveis
são escassos e não sistematizados. Dados
epidemiológicos oficiais fornecem índices de
prevalência da doença de 3,3% e 1,2% para os perío-
dos de 1967 a 1976 e de 1988 a 1992, respectivamente,
e de 1,3% de animais infectados no período de 1989 a
1998 (BRASIL, 2008). Os dados sobre incidência da
tuberculose em bovinos também são pouco conheci-
dos, existe uma estimativa de ocorrência em torno de
5,7% do rebanho nacional. Destes, 0,14% corresponde
ao achado de lesões em matadouros (PUSTIGLIONE NETO,
1997; ROXO, 2000).

Na Bahia, estudos realizados no Município de
Ilhéus-Bahia, avaliaram, por meio do teste intradér-
mico cervical comparado, a prevalência da tuberculose
na região, constatando a presença de animais positivos
em 10,6%, das 85 propriedades estudadas, e uma
prevalência de 2,8%, dos 916 animais testados (RIBEIRO

et al., 2003). Na bacia leiteira de Alagoinhas-Bahia foi
observada uma taxa de 5,5% de animais positivos ao
teste cervical comparado, e condições favoráveis para
disseminação da tuberculose na população humana
pelo hábito do consumo de leite “in natura” (COSTA et
al., 1995/1996).

O principal método de diagnóstico da tuberculose
em bovinos, in vivo, preconizado pelo Programa Na-
cional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tu-
berculose (PNCEBT), é o teste imunoalérgico que se
baseia na reação de hipersensibilidade tardia medi-
ada por linfócitos sensibilizados, deflagrada em indi-
víduos previamente expostos às tubérculo-proteínas

específicas (ROXO, 1996). Já o diagnóstico post-mortem,
é realizado pelo exame dos órgãos na necropsia ou
achados de abate, as lesões suspeitas são encaminha-
das para o exame histopatológico para verificação da
presença de granuloma (KANTOR, 1979).

O diagnóstico definitivo é realizado pelo isola-
mento do agente micobacteriano de lesões ou secre-
ções de animais suspeitos. A identificação do agente
é feita por meio de provas bioquímicas, técnicas de
biologia molecular, como a reação de polimerase em
cadeia (PCR), ou análise química de diferentes grupos
funcionais de ácidos micólicos, presentes na parede
das micobactérias (ALMEIDA et al., 2004).

Uma combinação que tem se mostrado eficiente
para o diagnóstico direto da tuberculose bovina é o
isolamento através da bacteriologia clássica, seguido
da identificação por métodos moleculares: PCR-PRA
(TELENTI et al., 1993); Spoligotyping  (KAMERBEEK et al.,
1997; vAN SOOLINGENET et al., 1995); MIRU-VNTR (SUPPLY

et al., 2000). Além de identificar a espécie, as técnicas
de Spoligotyping e MIRU-VNTR permitem discrimi-
nar isolados de M. bovis.

O spoligotyping  possibilita a detecção e tipificação
das micobactérias do Complexo M. tuberculosis, sendo
indicado como técnica de eleição para comparação de
estirpes com poucas cópias de IS6110, além de permi-
tir diferenciação de estirpes de M. bovis e M. tuberculosis
(SAKAMOTO, 2001). Esta técnica baseia-se na amplifica-
ção enzimática do locus DR (Direct Repeat) do Comple-
xo M. tuberculosis, ou seja, este método detecta a pre-
sença ou ausência de espaçadores no locus DR, dife-
renciando as amostras isoladas, podendo ser empre-
gado na investigação epidemiológica, permitindo a
identificação do curso da infecção e das rotas de
transmissão da doença, ou mesmo da compreensão
epidemiológica da infecção, que são fundamentais
para um melhor controle e erradicação da doença
(ROMANO et al., 1996; LIÉBANA et al., 1997; ZANINI et al.,
2001; RODRIGUEZ, 2005).

O diagnóstico bacteriológico, mediante isolamen-
to e tipificação da bactéria, é necessário para a vigilân-
cia epidemiológica da enfermidade. Nas campanhas
de controle ou erradicação, à medida que diminui a
prevalência da doença, é mais importante tipificar as
bactérias isoladas de lesões de tuberculose, com o
objetivo de identificar aquelas que induzem reação
cruzada com a tuberculina bovina (RIET-CORREA;
GARCIA,2001).

O objetivo do presente trabalho foi utilizar as
linhas de inspeção de matadouros-frigoríficos locali-
zados na região metropolitana de Salvador, para
diagnosticar a tuberculose bovina e identificar atra-
vés da técnica de spoligotyping os isolados de
Mycobacterium. Este trabalho consiste no primeiro
levantamento molecular de tuberculose em bovinos
no Estado da Bahia, Brasil.
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MATERIAL E MÉTODOS

Amostras de pulmão e linfonodos mediastínicos
de 43 carcaças bovinas condenadas por tuberculose
ou alterações pulmonares de diagnósticos
macroscópicos diversos foram coletadas durante a
rotina de inspeção em três abatedouros bovinos loca-
lizados na Região Metropolitana de Salvador, no
período de maio de 2006 a fevereiro de 2007.  Dentre
os estabelecimentos, um pertencia a rede SIF (Serviço
de Inspeção Federal), outro SIE (Serviço de Inspeção
Estadual) e outro SIM (Serviço de Inspeção Munici-
pal). As amostras, coletadas em duplicata, foram
congeladas e enviadas ao Laboratório de Bacterioses/
EMEV/UFBA, submetidas ao processamento imedi-
ato e realização de cultivo.

Cada amostra foi macerada em stomacher,
descontaminada pelo método de HPC – Cloreto de 1-
Hexadecilpiridínio (CORNER,  TRAJSTAMAN , 1988;
AMBRÓSIO, 2005) e semeadas em meios de Lowenstein-
Jensen e Stonebrink Leslie (CENTRO   PANAMERICANO DE

ZOONOSIS, 1973) à 37º C por até 90 dias. Os cultivos
foram observados semanalmente para verificação
de crescimento de colônias sugestivas de
micobactéria. As colônias isoladas foram submeti-
das à coloração de Ziehl-Neelsen (CENTRO

PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988) e, uma vez confir-
mada a característica de BAAR (Bacilo álcool-ácido
resistente), foi extraído o DNA e enviadas ao Labo-
ratório de Zoonoses Bacterianas/FMVZ/USP para
caracterização molecular, por meio da análise de
polimorfismo pelo método de spoligotyping  executa-
do de acordo com a descrição de KAMERBEEK et al.
(1997). Os padrões obtidos na hibridização no
spoligotyping  foram analisados com aqueles existen-
tes no banco de dados de M. bovis (www.mbovis.org)
e publicações (RODRIGUEZ et al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

No cultivo, foram isolados BAAR de amostras de
dez carcaças (23%). Onze (26%) não apresentaram
crescimento durante os 90 dias de cultivo e 22 (51%)
apresentaram contaminação. Das dez amostras BAAR
positivas oito cresceram apenas no meio de Stonebrink-

Leslie, enquanto que as outras duas cresceram tanto
no Stonebrink-Leslie como em meio Lowenstein-
Jensen. Dentre as amostras BAAR positivas, seis fo-
ram coletas no matadouro municipal e quatro no
matadouro estadual.

Os resultados obtidos estão sumariados na Tabela 1.
Utilizando a técnica de spoligotyping  foi possível

identificar polimorfismo entre isolados de M. bovis,
fator importante a ser considerado na epidemiologia
da tuberculose bovina no Estado da Bahia. O BARR
SB1055, isolado de maior frequência no estudo, tem
ampla distribuição na América Latina, com registros
no Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai, México e
Costa Rica (www.mbovis.org).

Os espoligotipos SB0120 e SB0268, também identi-
ficados no Estado de São Paulo (RODRIGUEZ, 2005), têm
importância em outras regiões do mundo. O SB0268 foi
encontrado em bovinos na Inglaterra (www.mbovis.org)
e o SB0120, também denominado de BCG-like (HADDAD

et al., 2001), possui grande diversidade de hospedeiros,
pois, além de bovinos, já foi isolado de cabras, ovelhas,
suínos, animais silvestres e infectando humanos. Este
espoligotipo está disseminado em diversos países da
Europa, sendo o mais frequente na França (26%), mas
também já foi encontrado nos continentes africano e
asiático (www.mbovis.org).

No Reino Unido, GIBSON et al., (2004) relataram 50
casos de tuberculose humana por M. bovis, surgidos
de 1997 a 2000, sendo dois deles provocados pelo
espoligotipo SB0120.

Embora a amostragem não tenha seguido uma
metodologia apropriada para a análise estatística de
casos de tuberculose, com base em categorias de ani-
mais, nos frigoríficos de inspeção federal, estadual e
municipal, o maior número de micro-organismos
BAAR isolados, no frigorífico de inspeção municipal,
possivelmente está relacionado com o abate de ani-
mais de descartes das pequenas propriedades leitei-
ras ou mistas, onde a probabilidade de tuberculose
aumenta. Além disso, o menor número de animais no
abate e a presença do médico veterinário in locu per-
mitem maior rigor e minuciosidade do diagnóstico
macroscópico. Vale a pena ressaltar que não é realiza-
do nenhum exame confirmatório dos animais conde-
nados por tuberculose, nos estabelecimentos
supracitados.

Tabela 1- Padrão da espoligotipagem de Mycobacterium bovis  isolados de pulmões e linfonodos de bovinos abatidos na
região metropolitana de Salvador, Bahia.

Espoligotipo segundo Espécie Perfil NºAmostras
www.mbovis.org

SB1055 M. bovis 1100011101111110111111111111111111110100000 5
SB0268 M. bovis 1101011101001110111110111111111111111100000 1
SB0120 M. bovis 1101111101111110111111111111111111111100000 1
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CONCLUSÃO

A junção das técnicas de diagnóstico post-mortem
da tuberculose, preconizadas pelo PNCEBT, com
técnicas de genotipagem molecular foi a base do
primeiro estudo de identificação das micobactérias
encontradas na Região Metropolitana de Salvador,
BA, sendo o ponto de partida para a criação de uma
base de dados com grande importância para o
estudo epidemiológico desta doença no Estado da
Bahia.

No presente estudo, pode-se identificar
polimorfismo entre os isolados de M. bovis, com base
na técnica de spoligotyping , identificando nas amos-
tras pesquisadas qual o espoligotipo de maior
frequência, SB1055, corroborando com a hipótese de
disseminação desta cepa na América Latina.
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