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RESUMO

A tuberculose é uma enfermidade infecciosa cronica, que afeta mamiferos e aves e constitui
um sério problema de satide pablica e animal. Objetivando realizar um levantamento molecular
daenfermidade em bovinos abatidos em matadouros frigorificos no Estado da Bahia, Brasil, foram
analisadas as lesdes pulmonares e de linfonodos mediastinicos de 43 carcagas de animais abatidos
em trés matadouros-frigorificos localizados na Regido Metropolitana de Salvador, Bahia. Sete
isolados de Mycobacterium bovis foram identificados, através da técnica do spolygotyping, e
discriminados em trés diferentes espoligotipos (SB1055, SB0120 e SB0268) descritos no Brasil eem
diversas areas do mundo. Os resultados indicam que o método de diagnéstico utilizado pode
contribuir para a criacdo de uma base de dados para o estudo epidemiolégico 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
nodelesions 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 wereidentified 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.

KEY WORDS: Bovine, Mycobacterium bovis, spoligotyping, Bahia.

INTRODUCAO

A tuberculose causada pelo Mycobacterium bovis é
uma doenga infecto-contagiosa de carater zoonético
e evolugdo crénica que acomete principalmente bovi-
nos e bubalinos. Caracteriza-se pelo desenvolvimen-
to progressivo de lesdes nodulares denominadas tu-

bérculos, que podem se localizar em qualquer 6rgao
ou tecido (Brovio, Lima FiLHO, 1976).

As graves consequéncias desta zoonose nao resi-
dem exclusivamente nos significativos coeficientes
de morbidade e mortalidade para o homem, mas
também nos prejuizos econdmicos, decorrentes de
sua disseminagdo nas popula¢des animais, as quais,
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por seu turno, assumem importante papel como fon-
tes de infeccdo para a populagdo humana (AcHa;
SzYFrES, 1977).

A importancia econdmica atribuida a doenga bo-
vina estd baseada nas perdas diretas resultantes da
morte de animais, da queda no ganho de peso e
diminuicao da produgdo deleite, do descarte precoce
e eliminac¢do de animais de alto valor zootécnico e
condenacdo de carcagas ao abate. Estima-se que os
animais infectados percam de 10 a 25% de sua efici-
éncia produtiva. Existe ainda a perda de prestigio e
credibilidade da unidade de criacdo onde a doenca é
constatada (BrasiL, 2006).

O agente etiolégico da tuberculose pertence ao
género Mycobacterium que contemmais de 50 espécies.
O M. bovis estd agrupado no “ Complexo Mycobacterium
tuberculosis”, representado pelas principais
micobactérias com importancia epidemiolégica: M.
tuberculosis, M. bovis, M. microti e Mlycobacterium canetti,
M. africanum, este iltimo ainda ndo isolado no Brasil
(BIER, 1978; CORNER, 1994; BroscH et al., 2002; ZINK;
NEerLicH, 2004). Novas espécies, a exemplo da M.
caprae e M. pinnipedii, tém sido propostas para inclu-
sao neste complexo (Cousins et al., 2003).

No Brasil, asituagéo da tuberculose bovinanao se
encontra bem delineada, pois os estudos disponiveis
sdo escassos e ndo sistematizados. Dados
epidemiolégicos oficiais fornecem indices de
prevaléncia da doenga de 3,3% e 1,2% para os perio-
dosde1967a1976 e de 1988 21992, respectivamente,
ede1,3% de animais infectados no periodo de 1989 a
1998 (BrasiL, 2008). Os dados sobre incidéncia da
tuberculose em bovinos também sdo pouco conheci-
dos, existe uma estimativa de ocorréncia em torno de
5,7% dorebanhonacional. Destes, 0,14 % corresponde
aoachado delesdes em matadouros (PusTIGLIONE NETO,
1997; Roxo, 2000).

Na Bahia, estudos realizados no Municipio de
[Ihéus-Bahia, avaliaram, por meio do teste intradér-
mico cervical comparado, a prevaléncia da tuberculose
naregido, constatando a presenca de animais positivos
em 10,6%, das 85 propriedades estudadas, e uma
prevalénciade2,8%, dos 916 animais testados (RIBEIRO
etal.,2003). Nabacia leiteira de Alagoinhas-Bahia foi
observada uma taxa de 5,5% de animais positivos ao
testecervical comparado, econdi¢desfavordveis para
disseminacado da tuberculose na populacdo humana
pelo habito do consumo de leite “in natura” (Cosra et
al., 1995/1996).

O principal método de diagnéstico da tuberculose
em bovinos, in vivo, preconizado pelo Programa Na-
cional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e Tu-
berculose (PNCEBT), é o teste imunoalérgico que se
baseia na reacdo de hipersensibilidade tardia medi-
adaporlinfécitos sensibilizados, deflagrada em indi-
viduos previamente expostos as tubérculo-proteinas

especificas (Roxo, 1996).Ja o diagndsticopost-mortem,
é realizado pelo exame dos 6rgaos na necropsia ou
achados deabate, aslesGes suspeitassaoencaminha-
das para o exame histopatolégico para verificagdo da
presenca de granuloma (KaNTOR, 1979).

O diagnéstico definitivo é realizado pelo isola-
mento do agente micobacteriano de lesdes ou secre-
¢Oes de animais suspeitos. A identificagdo do agente
é feita por meio de provas bioquimicas, técnicas de
biologia molecular, como a reagdo de polimerase em
cadeia (PCR), ouandlise quimica de diferentes grupos
funcionais de dcidos micdlicos, presentes na parede
das micobactérias (ALMEIDA et al., 2004).

Uma combinacdo que tem se mostrado eficiente
para o diagnéstico direto da tuberculose bovina é o
isolamento através da bacteriologia classica, seguido
daidentificagdo por métodos moleculares: PCR-PRA
(TeLeNTI et al., 1993); Spoligotyping (KAMERBEEK et al.,
1997; v ANSOOLINGENET 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.

Ospoligotyping possibilitaa deteccdo etipificagdo
das micobactérias do Complexo M. tuberculosis,sendo
indicado como técnica deelei¢ao paracomparacdode
estirpes com poucas cépias de 56110, além de permi-
tir diferenciacao de estirpes de M. bovis e M. tuberculosis
(Sakamoto, 2001). Esta técnica baseia-se naamplifica-
¢do enzimatica dolocus DR (Direct Repeat) do Comple-
x0 M. tuberculosis, ou seja, este método detecta a pre-
senga ou auséncia de espacadores no locus DR, dife-
renciando as amostras isoladas, podendo ser empre-
gado na investigacdo epidemiolégica, permitindo a
identificagdo do curso da infecgdo e das rotas de
transmissdo da doenca, ou mesmo da compreensao
epidemioldgica da infecgdo, que sdo fundamentais
para um melhor controle e erradicacdo da doenca
(Romano et al., 1996; LIEBANA et al., 1997; ZANINI ef al.,
2001; RoprIGUEZ, 2005).

O diagnéstico bacteriolégico, mediante isolamen-
toetipificagdo dabactéria, énecessario paraavigilan-
cia epidemiolégica da enfermidade. Nas campanhas
de controle ou erradicagdo, a medida que diminui a
prevaléncia da doenca, é mais importante tipificar as
bactérias isoladas de lesdes de tuberculose, com o
objetivo de identificar aquelas que induzem reacao
cruzada com a tuberculina bovina RIET-CORREA;
GARcia,2001).

O objetivo do presente trabalho foi utilizar as
linhas de inspe¢do de matadouros-frigorificos locali-
zados na regido metropolitana de Salvador, para
diagnosticar a tuberculose bovina e identificar atra-
vés da técnica de spoligotyping os isolados de
Moycobacterium. Este trabalho consiste no primeiro
levantamento molecular de tuberculose em bovinos
no Estado da Bahia, Brasil.
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Mycobacterium bovis em animais abatidos na regido metropolitana de Salvador, Bahia, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras de pulmao e linfonodos mediastinicos
de 43 carcagas bovinas condenadas por tuberculose
ou alteragbes pulmonares de diagnédsticos
macroscopicos diversos foram coletadas durante a
rotina de inspe¢do em trés abatedouros bovinos loca-
lizados na Regido Metropolitana de Salvador, no
periodo de maio de 2006 a fevereiro de 2007. Dentre
os estabelecimentos, um pertencia a rede SIF (Servigo
de Inspecdo Federal), outro SIE (Servico de Inspecao
Estadual) e outro SIM (Servigo de Inspe¢do Munici-
pal). As amostras, coletadas em duplicata, foram
congeladaseenviadasao Laboratério de Bacterioses/
EMEV /UFBA, submetidas ao processamento imedi-
ato e realizagdo de cultivo.

Cada amostra foi macerada em stomacher,
descontaminada pelométodo de HPC - Cloretode1-
Hexadecilpiridinio (CorNER, TrajsTAMAN, 1988;
AMBROsIO, 2005) e semeadas em meios de Lowenstein-
Jensen e Stonebrink Leslie (CENTRO PANAMERICANODE
ZooNosis, 1973) a 37° C por até 90 dias. Os cultivos
foram observados semanalmente para verificacao
de crescimento de coldénias sugestivas de
micobactéria. As coldnias isoladas foram submeti-
das a coloracdo de Ziehl-Neelsen (CENTRO
PANAMERICANO DE ZooNosis, 1988) e, uma vez confir-
mada a caracteristica de BAAR (Bacilo dlcool-acido
resistente), foi extraido o DNA e enviadas ao Labo-
ratério de Zoonoses Bacterianas/FMVZ/USP para
caracterizacdo molecular, por meio da analise de
polimorfismo pelo método de spoligotyping executa-
do de acordo com a descrigdo de KAMERBEEK et al.
(1997). Os padroes obtidos na hibridizacdo no
spoligotyping foram analisados com aqueles existen-
tes no banco de dados de M. bovis (www.mbovis.org)
e publica¢des (RoDRIGUEZ et al., 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No cultivo, foram isolados BAAR de amostras de
dez carcacas (23%). Onze (26%) ndo apresentaram
crescimento durante os 90 dias de cultivo e 22 (51%)
apresentaram contaminagdo. DasdezamostrasBAAR
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.

OsresultadosobtidosestdosumariadosnaTabelal.

Utilizando a técnica de spoligotyping foi possivel
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 frequéncia no estudo, tem
ampla distribuicdo 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 Sao Paulo (RopriGugz, 2005), tém
importanciaem outrasregidoes domundo. OSB0268 foi
encontradoembovinosnalnglaterra(www.mbovis.org)
€05B0120, também denominado de BCG-like (Happap
etal.,2001), possuigrande diversidade de hospedeiros,
pois, além de bovinos, ja foiisolado de cabras, ovelhas,
suinos, animais silvestres e infectando humanos. Este
espoligotipo esta disseminado em diversos paises da
Europa, sendo o mais frequente na Franca (26%), mas
também ja foi encontrado nos continentes africano e
asiatico (www.mbovis.org).

No Reino Unido, GissoN 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 nao tenha seguido uma
metodologia apropriada para a anélise estatistica de
casos de tuberculose, com base em categorias de ani-
mais, nos frigorificos de inspecao federal, estadual e
municipal, o0 maior ntimero de micro-organismos
BAARisolados, nofrigorifico deinspecdo municipal,
possivelmente esta 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 niimero de animais no
abate e a presenca do médico veterinario in locu per-
mitem maior rigor e minuciosidade do diagndstico
macroscépico. Valea penaressaltar quendo érealiza-
donenhum exame confirmatério dos animais conde-
nados por tuberculose, nos estabelecimentos
supracitados.

Tabela 1- Padrao da espoligotipagem de Mycobacterium bovis isolados de pulmdes e linfonodos de bovinos abatidos na

regido metropolitana de Salvador, Bahia.

Espoligotipo segundo Espécie Perfil N°Amostras
www.mbovis.org

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

Ajungao das técnicas de diagnodsticopost-mortem
da tuberculose, preconizadas pelo PNCEBT, com
técnicas de genotipagem molecular foi a base do
primeiro estudo deidentificagdo das micobactérias
encontradasna Regido Metropolitana de Salvador,
BA, sendo o ponto de partida para a criacdo de uma
base de dados com grande importancia para o
estudo epidemiolégico desta doenca 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
frequéncia, SB1055, corroborando com a hipétese de
disseminacdo desta cepa na América Latina.
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