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Resumo 

 

CAZOLA, D. O. Identificação e genotipagem de Mycobacterium bovis de bovinos 
positivos no teste intradérmico para tuberculose em Mato Grosso do Sul, Brasil. 
2014. 44 f. Dissertação – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014. 

Mycobacterium bovis, um membro do complexo Mycobacterium tuberculosis, é a 
espécie mais frequente envolvida em casos de tuberculose bovina. É uma doença 
de alta relevância econômica para a criação de bovinos, pois interfere diretamente 
na sua produtividade e também influencia o comércio internacional dos animais e de 
seus produtos, além de representar risco à saúde pública devido a seu aspecto 
zoonótico. A combinação do isolamento micobacteriano em meio de cultura a partir 
de tecidos bovinos com a identificação e genotipagem molecular tem contribuído 
para melhor compreensão da epidemiologia das infecções por M. bovis o que 
proporciona aumento na eficiência dos programas de controle da doença. A técnica 
de spoligotyping possibilita a detecção e genotipagem das micobactérias do 
complexo M. tuberculosis, além de permitir diferenciação de cepas de M. bovis e M. 
tuberculosis. Dessa forma, a proposta deste estudo baseou-se no isolamento, 
identificação e genotipagem por meio da técnica de spoligotyping de amostras 
bacterianas de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR), a partir de tecidos de 
bovinos positivos em teste intradérmico comparativo para o diagnóstico da 
tuberculose em Mato Grosso do Sul. Treze isolados de BAAR foram identificados por 
PCR multiplex (m-PCR) como pertencentes ao gênero Mycobacterium spp., 
complexo M. tuberculosis ou como da espécie M. bovis. Com base no spoligotyping 
oito amostras bacterianas foram agrupados dentro de três diferentes agrupamentos 
de genótipos e uma amostra bacteriana remanescente apresentou perfil único, 
sendo quatro amostras bacterianas com padrão de espoligotipo SB0121, duas 
SB1145, duas SB0881 e uma SB0140. A aplicação da técnica de epidemiologia 
molecular spoligotyping, em amostras bacterianas de BAAR obtidos a partir de 
tecidos provenientes de bovinos positivos em teste intradérmico para o diagnóstico 
da tuberculose em Mato Grosso do Sul, demonstrou que há diversidade genética 
entre os espoligotipos presentes no estado, embora predomine o perfil SB0121. 
 
Palavras-chave: identificação molecular, epidemiologia molecular, spoligotyping, 

tuberculose bovina. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

 

CAZOLA, D. O. Identification and genotyping of Mycobacterium bovis from positive 
cattle in skin test for tuberculosis in the State of Mato Grosso do Sul, Brasil. 2014. 44 
f. Dissertação – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade 
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014. 

Mycobacterium bovis, a member of the Mycobacterium tuberculosis complex, is the 
most common specie involved in cases of bovine tuberculosis. It is a disease of high 
economic importance to cattle, as directly interferes with your productivity and to 
influence the international trade of animals and animal products, and represent a risk 
to public health due to its zoonotic aspect. The combination of mycobacterial isolation 
in culture medium from bovine tissues with the identification and molecular 
genotyping has contributed to better understanding of the epidemiology of infection 
by M. bovis which provides increased efficiency of disease control programs. The 
spoligotyping enables the detection and genotyping of mycobacteria of the M. 
tuberculosis complex, and allow strain differentiation of M. tuberculosis and M. bovis. 
Thus, the purpose of this study is based on the isolation, identification and 
genotyping by spoligotyping of isolates of acid-fast bacilli (AFB) from tissues of cattle 
positive in comparative intradermal test of tuberculosis in the State of Mato Grosso 
do Sul. Thirteen isolates were identified by multiplex PCR (m-PCR) as the genus 
Mycobacterium spp., M. tuberculosis complex or as specie M. bovis. Based on 
spoligotyping eight isolates were grouped into three different clusters and isolated 
remnant presented a unique profile, four isolates with spoligotype pattern SB0121, 
SB1145 two isolates, two isolates SB0881 and an isolated SB0140. The application 
of the technique of spoligotyping in molecular epidemiology of AFB isolates obtained 
from tissues of cattle positive in skin test of tuberculosis in the State of Mato Grosso 
do Sul has shown that there is genetic diversity among spoligotypes found in the 
state of Mato Grosso do Sul, although there is a predominant. 

Keywords: molecular identification, molecular epidemiology, spoligotyping, bovine 
tuberculosis. 
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1 INTRODUÇÃO   

 

A tuberculose é umas das mais graves e antigas enfermidades conhecidas. 

Está distribuída por todo mundo, com maior prevalência em países em 

desenvolvimento. É uma doença infecto-contagiosa crônica causada por membros 

do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) (REVIRIEGO; VERMEERSCH, 

2006). 

Em bovinos, Mycobacterium bovis é a espécie mais frequente envolvida em 

casos de tuberculose, embora outras espécies do complexo Mycobacterium 

tuberculosis possam ser detectadas (ALFREDSEN; SAXEGAARD, 1992; VAN 

INGEN et al., 2012). 

A tuberculose bovina é classificada como doença de notificação obrigatória 

pela Organização Mundial de Saúde Animal (OIE).  É uma doença de alta relevância 

econômica para a criação de bovinos, pois a condenação de carcaças em 

matadouros frigoríficos sob inspeção sanitária compromete o comércio internacional 

dos produtos de origem animal, além do prestígio e credibilidade da propriedade 

(BRASIL, 2006). Por seu aspecto zoonótico a tuberculose bovina representa risco a 

saúde pública tanto pela transmissão direta do patógeno do animal para o homem, 

quanto indiretamente pelo consumo de produtos de origem animal contaminados 

(ROXO, 1997; VALENTE et al., 2011; MICHEL et al., 2010). 

Embora o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Tuberculose e 

Brucelose Animal (PNCEBT) tenha sido instituído em 2001 com o objetivo de reduzir 

a prevalência e a incidência destas doenças no país, ainda não existe um dado de 

prevalência média da tuberculose no Brasil. No passado, pesquisadores 

interessados em fomentar o controle da doença estimaram a prevalência média 

nacional em 1,3%, a partir de dados obtidos em pequenos estudos regionais. 

Atualmente, o estudo epidemiológico da doença já foi concluído em alguns estados, 

e a prevalência de focos e de casos foram respectivamente 0,57% e 0,25% no 

estado da Paraíba (FIGUEIREDO, S. M. et al., 2010), 2,15% e 0,42% no Paraná 

(SILVA et al., 2012), 1,6% e 0,21% na Bahia (ÁVILA et al., 2012), 1,3% e 0,123% no 

Mato Grosso (NÉSPOLI, 2012) e 2,3% e 0,1% em Rondônia (VENDRAME, 2013). 

Esses dados mais recentes obtidos com amostragens planejadas (rebanhos e 
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animais) serão úteis para o conhecimento da real prevalência da tuberculose bovina 

no Brasil, e possivelmente contribuirão para avaliação do PNCEBT. 

No Mato Grosso do Sul o inquérito epidemiológico para determinação da 

prevalência de tuberculose bovina no estado está em andamento, entretanto já 

existem alguns estudos pontuais que demonstram a presença da doença. Schenk; 

Schenk (1982) observaram 0,2% de bovinos com lesões sugestivas de tuberculose 

em matadouros frigoríficos, no período de 1974 a 1979. Jorge (2001), ao estudar 

amostras de órgãos de bovinos com lesões sugestivas de tuberculose observou 

crescimento de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) em 28,9% das amostras 

estudadas. A análise pela reação em cadeia da polimerase (PCR) demonstrou que 

63,6% eram Mycobacterium spp., e destas, 71,43% pertenciam ao CMT. Da mesma 

forma, Araújo et al. (2005) obtiveram isolamento de BAAR em  23,6%, sendo a 

espécie M. bovis confirmada por PCR em 76,5%.  

Azambuja (2010) ao realizar estudo sobre aspectos clínicos e de diagnóstico 

da tuberculose em bovinos leiteiros de Caarapó (MS), identificou focos da doença 

mediante investigação clínica, post-mortem e bacteriológica. Dos 200 bovinos 

submetidos ao teste cervical comparativo (TCC), 24 (12%) foram positivos. O cultivo 

dos fragmentos de tecidos, com ou sem lesão sugestiva de tuberculose, colhidos 

durante o abate sanitário revelou BAAR e a espécie M. bovis foi confirmada por 

PCR. 

Diante do impacto negativo da infecção por M. bovis causado a saúde 

humana e animal, torna-se necessária a caracterização bacteriológica com a 

comprovação da infecção por meio do isolamento do agente, considerado o padrão 

ouro de diagnóstico. A identificação das amostras bacterianas isoladas e a 

discriminação das cepas é a base para estudos epidemiológicos da tuberculose 

envolvendo fontes e vias de infecção, transmissão e distribuição geográfica 

(CORNER, 1994; OIE, 2009). Cabe ressaltar que o regulamento do PNCEBT prevê 

análises bacteriológicas completas em situações inconclusivas durante a inspeção 

de produtos de origem animal ou necropsia. 

No estado de Mato Grosso do Sul este é o primeiro estudo bacteriológico e 

molecular realizado, cujas amostras utilizadas foram obtidas de bovinos positivos no 

TCC provenientes de rebanhos acessados de forma aleatória. 
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2 OBJETIVO 

 

Identificar isolados de BAAR por PCR multiplex (m-PCR) e genotipar cepas 

de Mycobacterium bovis por meio de spoligotyping. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Agente etiológico 

 

As espécies causadoras da tuberculose em mamíferos pertencem à classe 

Actinobacteria, ordem Actinomycetales, família Mycobacteriaceae, gênero 

Mycobacterium e fazem parte do CMT um grupo de micobactérias intimamente 

relacionadas, constituído por M. tuberculosis, M. bovis, M. microti (WELLS, 1937), M. 

africanum (CASTETS et al., 1969), M. canettii (BROSCH et al., 2002), M. caprae 

(ARANAZ et al., 2003), M. pinnipedii (COUSINS et al., 2003) e M. mungi 

(ALEXANDER et al., 2010). 

O principal agente de tuberculose entre os animais domésticos e silvestres é 

M. bovis, e para humanos M. tuberculosis. Mycobacterium microti é patogênico 

apenas para a roedores e Mycobacterium africanum nunca foi isolado no Brasil. 

Mycobacterium canetti está relacionado com a doença em humanos, mas a sua 

contribuição é incerta na epidemiologia da doença (NIEMANN et al., 2000). 

Mycobacterium caprae foi encontrado primariamente na Espanha relacionado com a 

doença em cabras (ARANAZ et al., 1999; ARANAZ et al., 2003). Na Europa central, 

M. caprae foi identificado como causa comum da tuberculose bovina (PRODINGER 

et al., 2005). A doença causada por M. caprae não é considerada substancialmente 

diferente daquela causada por M. bovis e os mesmos testes podem ser utilizados 

para seu diagnóstico (OIE, 2009).  Mycobacterium pinnipeddi foi inicialmente isolado 

de focas e outros animais marinhos, mas já mostrou-se patogênico para cobaias, 

coelhos, antas, humanos e, possivelmente, bovinos (COUSINS et al., 2003). 

A proximidade genética das espécies do CMT, pode ser verificada pelo alto 

grau de similaridade em nível de DNA e pela sequência 16s rRNA idêntica, mas 

diferem enormemente em termos de hospedeiro preferencial, características 

fenotípicas e patogenicidade (NIEMANN et al., 2000; BROSCH et al., 2002; 

ARANAZ et al., 2003; GARNIER et al., 2003). A conservação da sequência de 16S 

rRNA entre as espécies do CMT, tem uma consequência prática importante, pois 

todas as técnicas desenvolvidas para identificação de determinada espécie podem 

ser adaptadas às outras espécies do CMT (HADDAD et al., 2004). 

As micobactérias são estruturalmente relacionadas às bactérias Gram 

positivas, mas não se classificam como tal, pois as moléculas ligadas a sua parede 
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celular são lipídeos, ao invés de proteínas ou polissacarídeos, que frequentemente 

não retém cristal violeta e aparecem como “fantasmas” após a coloração de Gram 

(BARRERA, 2007).  São bacilos pequenos que medem de 0,3 a 0,6 µm de largura 

por 1 a 4 µm de comprimento, não flagelados, não esporulados e não capsulados. 

Assim como as bactérias dos gêneros Nocardia e Rhodococcus, são bacilos álcool-

ácido resistentes (BAAR), isto é, quando corados pela fucsina a quente resistem à 

descoloração com álcool-àcido – coloração de Ziehl-Neelsen (ZN) (BRASIL, 2006; 

CORNER, 1994).  

A parede celular das micobactérias é complexa, constituída por 60% de 

lipídeos, como ácidos micólicos e micosídeos, e por polipeptídeos. À membrana 

citoplasmática que delimita a célula micobacteriana se sobrepõe uma camada 

intermediária de peptidoglicanos e uma camada externa de ácidos micólicos 

específicos ligados ao açúcar arabinogalactano. O complexo micolilarabinogalactano 

impermeabiliza a superfície da micobactéria, tornando-a muito resistente a 

compostos hidrofílicos e à dessecação, além de dificultar a captação de nutrientes e 

o seu crescimento (CORNER, 1994). 

Os bacilos causadores da tuberculose se mantêm viáveis em ambientes 

úmidos, ao abrigo da luz solar em estábulos, aviários, pastos e matéria orgânica em 

estado de putrefação por seis meses até quatro anos, na água por até 12 meses e 

em produtos de origem animal por até dez anos. As micobactérias são sensíveis ao 

calor, a pasteurização, a fervura e a luz solar direta em ambiente com pouca 

umidade. São sensíveis a agentes desinfetantes como fenóis, formol e hipoclorito de 

sódio, porém a ação desses produtos pode ser prejudicada pela concentração dos 

mesmos, tempo de exposição, temperatura e presença de matéria orgânica 

(MORRIS et al., 1994; ROXO, 1997). 

 

3.2 Diagnóstico 

 

O método clínico, embora preconizado como de diagnóstico in vivo para 

bovinos, geralmente é inespecífico e relevante somente nos casos de animais 

identificados com a doença em estágio avançado (RUGGIEIRO et al., 2007). 

Na maioria das vezes a tuberculose tem um curso crônico limitado a apenas 

um órgão, como o pulmão e linfonodos regionais. O processo é lento e pode ser 
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clinicamente inaparente por um longo período, sendo que alguns animais podem 

passar toda sua vida sem sintomatologia aparente, mas representam uma fonte de 

contaminação para o resto do rebanho. Em outros animais a doença provoca 

broncopneumonia crônica, com tosse e diminuição da capacidade produtiva. Em 

casos avançados, quando a maior parte dos pulmões está comprometida, há 

dispneia pronunciada (ACHA; SZYFRES, 2001). 

Diagnóstico complementar da tuberculose bovina pode ser realizado por meio 

de testes diretos, que identificam o agente etiológico no material biológico, e por 

métodos indiretos, que pesquisam resposta imunológica do hospedeiro ao agente 

etiológico (RUGGIERO et al., 2007). 

 

3.2.1 Teste intradérmico 

 

Um importante método indireto empregado para o diagnóstico da tuberculose 

bovina é realizado por meio de testes cutâneos que usam extratos antigênicos de 

proteínas purificadas conhecidas como derivado proteico purificado (do inglês 

purifield protein derivative - PPD), sendo este considerado pela OIE como teste de 

referência. No Brasil se utiliza dois tipos de PPD sintéticos, o PPD bovino, produzido 

a partir da amostra AN5 de M. bovis e o PPD aviário da amostra D4 de M. avium. A 

reação positiva é esperada em animais que responderam imunologicamente à 

infecção prévia por M. bovis, e é caracterizada por uma resposta de 

hipersensibilidade tardia onde, no local da inoculação, ocorre edema endurecido 

resultante do processo inflamatório, da deposição de fibrina e da trombose local, a 

qual alcança sua maior intensidade por volta de 72 horas após a inoculação do 

antígeno (MONAGHAN et al., 1994; TIZARD, 1998; BRASIL, 2006).  

Essa resposta é mediada por células Th1, que migram para o local da injeção 

do antígeno, reconhecem os complexos de peptídeo ligados nas moléculas do 

complexo principal de histocompatibilidade (do inglês major histocompatibility 

complex - MHC) de classe II na superfície de células apresentadoras de antígenos e 

liberam citocinas inflamatórias, tais como IFN-γ, TNF-α e TNF-β. As citocinas 

estimulam a expressão de moléculas de adesão no endotélio e aumentam a 

permeabilidade do vaso sanguíneo local, permitindo que o plasma e as células 

entrem no local, o que provoca aumento de volume visível. Cada uma destas fases 



15 
 

 

 

leva várias horas e por isso a resposta só aparece 24-48 horas após a injeção 

(JANEWAY et al., 2008).  

Há bovinos que, embora infectados, não reagem ao teste intradérmico devido 

a supressão do sistema imunitário (dessensibilização) induzida por inoculações 

sucessivas de PPD ou aplicação de altas concentrações do antígeno. É um 

fenômeno de curta duração e cessa quando a população de linfócitos T é 

restabelecida. Reações falso-negativas também podem ocorrer em vacas 

submetidas ao teste intradérmico próximo ao parto ou em animais subnutridos. Em 

animais com tuberculose generalizada, ou em estágios finais da doença, há excesso 

de antígeno circulante que induz uma imunossupressão específica e, por 

consequência, inibição da produção de citocinas necessárias à ativação de 

macrófagos participantes da reação de hipersensibilidade tardia (OIE, 2009).   

A resposta de hipersensibilidade tardia não se desenvolve antes de três a seis 

semanas pós-infecção. Assim, se um rebanho/animal é suspeito de ter contato muito 

recente com animais infectados, o teste deverá ser adiado a fim de reduzir a 

probabilidade de resultados falso-negativos (OIE, 2009).  

Os testes cutâneos que utilizam PPD como antígenos podem ser simples ou 

comparativo. Os testes simples empregam PPD bovino e são utilizados como prova 

de triagem, o teste da prega caudal (TPC) exclusivamente em rebanhos de corte e o 

teste cervical simples (TCS) como prova de rotina no gado leiteiro. Como prova 

confirmatória se utiliza o teste cervical comparativo (TCC) que emprega PPD bovino 

e PPD aviário. Esse último detecta reações inespecíficas em animais negativos 

provocadas por micobactérias do Complexo M. avium-intracellulare e outras 

ambientais que dificultam o diagnóstico da tuberculose bovina (BRASIL, 2006). 

Em decorrência da sua boa especificidade diagnóstica, o TCC também é 

preconizado como teste de rotina para estabelecimentos onde reações inespecíficas 

são comuns e para aqueles certificados como livres (BRASIL, 2006). 

 

3.2.2 Detecção de interferon gama plasmático 

  

O ensaio de interferon gama (IFN-γ) é aplicado como um exame 

complementar no diagnóstico ante mortem da tuberculose bovina. Ele avalia a 

resposta imune celular à antígenos micobacterianos assim como os testes 
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intradérmicos. Amostras de sangue total são incubadas com antígenos 

micobacterianos e as células imunes presentes no sangue respondem aos 

antígenos liberando uma cascata de sinais químicos, principalmente IFN-γ (ALLEN; 

SKUCE; McDOWELL, 2011).  

O ensaio para detecção de IFN-γ foi desenvolvido na Austrália no final de 

1980, e validado após a erradicação da tuberculose bovina naquele país (WOOD et 

al., 1991). Passou a ser recomendado pela OIE como exame complementar em 

casos de comércio internacional de bovinos. Tem sido amplamente utilizado em todo 

o mundo, quer em série com o teste intradérmico, quando a sua utilização é para 

aumentar a especificidade do diagnóstico, quer em paralelo com o teste 

intradérmico, com o objetivo de aumentar a sensibilidade de detecção da doença 

(POLLOCK et al., 2005).  

O ensaio detecta a liberação de IFN-γ de linfócitos sensibilizados durante 16-

24 horas de incubação com antígenos específicos, PPD bovino (PPDb) e PPD 

aviário (PPDa) (WOOD et al., 1990). Ao final se compara a produção de IFN-γ 

estimulada pelos PPD. A detecção de IFN-γ bovino é realizada por ensaio de 

imunoadsorção enzimática (ELISA) do tipo sanduíche. O resultado do teste é 

baseado em densidade óptica (OD) e este é calculado subtraindo-se a reatividade 

ao PPDb do PPDa (RYAN et al., 2000; COAD et al., 2007).  

O ensaio para detecção de IFN-γ tem vantagens em relação aos testes 

intradérmicos, como melhor sensibilidade quando comparado ao TCC; pode ser 

repetido no mesmo animal de imediato; os animais são manejados uma única vez, e 

a interpretação do teste pode ser considerada menos subjetiva. Contudo, há 

também limitações significativas em comparação com os testes intradérmicos, como 

menor especificidade, particularmente em animais jovens; a necessidade de rápido 

processamento laboratorial após a coleta do sangue; habilidade laboratorial e custo 

significativo do kit comercial disponível (ALLEN; SKUCE; McDOWELL, 2011).  

 

3.2.3 Testes sorológicos 

 

As respostas por anticorpos às espécies do CMT são geralmente 

consideradas silenciosas na maioria dos animais, pois a resposta imune 

predominante é a do tipo celular. Classicamente, em seguida da infecção o animal 
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monta uma resposta imune mediada por células (IMC), que pode com o tempo 

declinar ou ser substituída pela resposta mediada por anticorpos (POLLOCK E 

NEILL, 2002; WELSH et al., 2005). Essa resposta pode estar associada a animais 

anérgicos que embora doentes não respondem aos testes de diagnóstico baseados 

na IMC (teste intradérmico  e IFN-γ). Esse perfil é relacionado com a fase avançada 

da doença (WELSH et al., 2005; SILVA et al., 2001; POLLOCK; NEILL 2002; 

LILENBAUM; FONSECA, 2006). Assim, a resposta por meio de anticorpos pode ser 

útil como um marcador do avanço da doença e, por conseguinte, de animais mais 

susceptíveis a disseminar o agente (HUSSAIN et al.,  2001). 

Os testes sorológicos por meio de ELISA possuem vantagens como sua 

simplicidade, a possibilidade de processamento de grande número de amostras e 

automação na leitura de resultados. Entretanto, a sensibilidade é limitada 

principalmente por causa do desenvolvimento tardio e irregular da resposta imune 

humoral durante o curso da doença (LILENBAUM, 1999; LILENBAUM et al., 2011; 

FENTAHUN; LUKE, 2012).  

A  combinação de testes que detectam IMC com aqueles que detectam a 

imunidade humoral tem como vantagem melhorar a cobertura de diagnóstico da 

tuberculose bovina, uma vez que animais anérgicos podem ser identificados 

(LILENBAUM et al., 2011; MEDEIROS et al., 2012).  

Uma ampla variedade de testes sorológicos tem sido testada, no entanto é 

difícil fazer comparações entre eles pois muitos têm usado diferentes combinações 

de alvos antigênicos para medir a resposta por anticorpos, além de diferentes 

planejamentos amostrais. Contudo tem havido um esforço concentrado por vários 

grupos de pesquisa para identificar potenciais alvos antigênicos específicos de M. 

bovis para ensaios de anticorpos (SCHILLER et al., 2010).  

Testes sorológicos com os antígenos do CMT e antígenos 

recombinantes conferem aumento na especificidade e a identificação rápida 

de rebanhos infectados, que podem ser testados depois individualmente por meio do 

teste intradérmico. A otimização dos testes de ELISA tem sido possível por meio da 

combinação de diferentes antígenos para a detecção de anticorpos contra M. bovis, 

incluindo as proteínas MPB70 e MPB83 (McNAIR et al., 2001; MASSASI et al, 2013; 

MEDEIROS et al., 2012). As proteínas recombinantes p27 e MPB70 quando usadas 

isoladas também mostraram-se promissoras em ELISA (FARIAS et al., 2012). 
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Quando comparados ao TCC, ELISA com as proteínas recombinantes ESAT-6, 

MPB-83 e PE5 obtiveram boa concordância (SOUZA et al. 2012).  

 

3.2.4 Inspeção durante o abate 

 

No Brasil, a inspeção de carcaças é regulamentada pelo Regulamento de 

Inspeção Industrial de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) da Divisão de Normas 

Técnicas do Departamento de Inspeção dos Produtos de Origem Animal (DIPOA), 

do MAPA, segundo o Decreto de nº 1.283, de 18 de março de 1952, alterado pelos 

decretos: nº 1.255, de 25 de junho de 1962; nº 1.236, de 2 de setembro de 1994, nº 

1.812, de fevereiro de 1996  e pelo decreto nº 2.224, de 4 de julho de 1997 (BRASIL, 

2007). 

O exame post mortem realizado durante o abate pelo serviço de inspeção de 

produtos de origem animal é uma etapa essencial no diagnóstico da tuberculose 

bovina em virtude do seu papel tanto na proteção ao consumidor, com o objetivo de 

tornar seguro o consumo dos alimentos inspecionados, como também na atuação da 

vigilância epidemiológica da doença. A presença de lesões macroscópicas 

sugestivas de tuberculose, geralmente caracterizadas por nódulos granulomatosos, 

constitui diagnóstico presuntivo (BRASIL, 2006; KANTOR; RITACCO, 2006). Tais 

lesões são mais frequentemente observadas nos linfonodos, especialmente da 

cabeça e tórax, pulmões, intestinos, fígado, baço, pleura e peritônio, embora possam 

ser encontradas em qualquer tecido do corpo (OIE, 2009).  

Cabe ressaltar que animais reagentes ao teste intradérmico podem não 

apresentar lesões visíveis durante o exame post mortem; isso não significa, porém, 

que se trata de reação falso-positiva. As lesões podem estar em estágios iniciais de 

evolução, ou simplesmente não terem sido encontradas durante a inspeção de rotina 

(BRASIL, 2006).  

Fragmentos de tecido com ou sem lesões sugestivas de tuberculose podem 

ser enviados para exame histopatológico ou para o isolamento do agente por 

métodos bacteriológicos (OIE, 2009). 
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3.2.5 Exame bacteriológico  

 

Quando comparadas aos demais padrões bacteriológicos, as micobactérias 

do complexo M. tuberculosis, particularmente M. bovis, crescem lentamente em meio 

de cultura e podem consumir 90 dias ou mais. O isolamento do agente infeccioso 

constitui diagnóstico preliminar da tuberculose. O sucesso na recuperação de 

micobactérias em cultura, a partir de tecidos de animais suspeitos da doença, 

depende de uma série de procedimentos que devem ser realizados antes do cultivo 

e incluem homogeneização e descontaminação da amostra, além da utilização de 

meios de cultura adequados que contenham os substratos necessários para o 

crescimento das micobactérias e substâncias que inibam o crescimento de 

contaminantes (OIE, 2009; CORNER et al., 2012). É importante considerar que a 

quantidade de tais contaminantes pode variar de acordo com o tipo de amostra, a 

forma como foi coletada e preservada, e com o tempo de transporte para o 

laboratório (CORNER, 1994). Além disso, o fato de algumas amostras conterem 

apenas um pequeno número de bacilos vivos viáveis também pode comprometer o 

sucesso do isolamento (ARAÚJO et al., 2005). 

Para processar amostras para a cultura o tecido é homogeneizado e 

descontaminado com um alcaloide (hidróxido de sódio), um ácido (ácido oxálico) ou 

um detergente (cloreto de hexadecilpiridínio). A mistura do homogeneizado com o 

descontaminante ácido ou alcalino é incubada e, em seguida, neutralizada. A 

suspensão é centrifugada, o sobrenadante é descartado e o sedimento é usado para 

o cultivo (BRASIL, 2005; OIE, 2009). 

A descontaminação de amostra tem como alvo inativar outras bactérias que 

possam estar presentes na amostra, a fim de evitar seu rápido crescimento e a 

exaustão de nutrientes do meio, tornando o crescimento de M. bovis inviável. Os 

produtos utilizados nos procedimentos de descontaminação não devem ser 

agressivos para as micobactérias e, ao mesmo tempo, devem ser capazes de 

inativar a microbiota acompanhante. Esses fatores associados ao grau de 

contaminação da amostra são responsáveis pela sensibilidade do método de 

isolamento (AMBROSIO et al., 2008). 

Um dos métodos mais utilizados de descontaminação de amostras teciduais 

de animais é o método de Petroff, considerado sensível e econômico. Esse método 
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utiliza hidróxido de sódio (NaOH) 4%, solução de vermelho fenol 0,2%, ácido 

clorídrico 1N e posterior adição de solução neutralizadora (CPZ, 1972; 

ROSEMBERG et al., 1990; BRASIL, 2008).  

Para o isolamento primário, o sedimento obtido da centrifugação do 

homogeneizado descontaminado geralmente é inoculado em meios de cultura a 

base de ovo e amido, enriquecidos com asparagina e contendo verde malaquita 

para inibir contaminantes. O meio Lowenstein Jensen utiliza glicerol como fonte de 

energia e é usado para o isolamento da espécie M. tuberculosis. Para M. bovis o 

Stonebrink é o meio mais recomendado, pois essa espécie tem dificuldade em se 

desenvolver em meios glicerinados, e por este motivo se desenvolve melhor quando 

o glicerol é substituído pelo piruvato de sódio (CORNER, 1994; MARCONDES et al., 

2006).  

As culturas são incubadas por um período mínimo de 90 dias em tubos 

hermeticamente fechados para evitar a dessecação. Durante o período de 

incubação, buscam-se sinais de crescimento macroscópico, em intervalos semanais.  

Em meios de cultura a base de ovos contendo piruvato de sódio, é típico o 

crescimento de colônias pequenas, arredondadas, de coloração amarelo pálido, com 

bordas irregulares e superfície granular. As micobactéricas também crescem em 

meios à base de agar enriquecidos com soro ou sangue, como o meio de 

Middlebrook modificado ou 7H11 e o meio agar sangue tuberculose ou B83. Nesses 

as colônias são delgadas, rugosas e planas, com elevação central e de coloração 

branca (CORNER, 1994).  

Quando o crescimento é visível, são preparados esfregaços corados pela 

técnica de Ziehl Neelsen (OIE, 2009) para verificação da presença de BAAR, que 

quando corados pela fucsina a quente resistem á descoloração com álcool-ácido 

Esta propriedade parece decorrer da firme fixação da fucsina aos lipídeos (ácidos 

micólicos), que constituem cerca de 60% da parede celular de micobactérias. Após 

coloração pela fucsina de Ziehl, procede-se à coloração de fundo com solução de 

azul de metileno ou outro contracorante (BRASIL, 2006; CORNER, 1994). 

Conforme o PNCEBT análises bacteriológicas completas são necessárias 

para algumas situações, dentre estas, confirmação da presença de infecção 

tuberculosa em bovinos de um país ou região onde não foi comprovada 

anteriormente; estudo de animais positivos ao teste tuberculínico, nos quais não se 
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observaram lesões macroscópicas sugestivas de tuberculose; confirmação da 

presença de infecção em animais positivos ao teste tuberculínico, com ou sem 

lesões macroscópicas, de uma propriedade considerada livre da doença; pesquisa 

de micobactérias em lesões sugestivas de tuberculose, encontradas durante a 

inspeção sanitária post-mortem de animais provenientes de unidades de criação 

monitoradas para tuberculose;  pesquisa de micobactérias em amostras de leite e de 

outros produtos de origem animal; e quando da realização de necropsia de animais 

com reações inespecíficas, nos quais são encontradas lesões sugestivas de 

tuberculose (BRASIL, 2006). 

O modelo característico de crescimento e a morfologia colonial em meios de 

cultura podem formular um diagnóstico preliminar de infecção por M. bovis. Tais 

colônias podem ser identificadas por meio de provas bioquímicas ou por técnicas de 

biologia molecular (OIE, 2009). 

 

3.2.6 Identificação molecular 

 

Uma combinação eficiente para o diagnóstico direto da tuberculose bovina é o 

isolamento do agente etiológico por meio da bacteriologia clássica, seguido da 

identificação por métodos moleculares (TELENTI et al., 1993; RODRÍGUEZ et al., 

1995; VITALE et al. , 1998). A reação em cadeia da polimerase (do inglês 

polymerase chain reaction - PCR) e suas variantes (nested-PCR, PCR multiplex, 

PCR em tempo real) quando aplicadas na identificação de micobatérias mostram-se 

rápidas, sensíveis e específicas (LIEBANA et al., 1995; WARDS et al., 1995; 

RORING et al., 2000). 

A escolha correta dos oligonucleotídeos é um dos pontos críticos para o 

sucesso da PCR no diagnóstico da tuberculose (SAKAMOTO et al., 1999). Vários 

sistemas de PCR foram desenvolvidos para a detecção de espécies do CMT. O 

sistema mais frequentemente usado é baseado no emprego dos oligonucleotídeos 

INS-1 (5´CGTGAGGGCATCGAGGTGGC3’) e INS-2 

(5´GCGTAGGCGTCGGTGACAAA3’) que amplificam um fragmento de 245 pares de 

base (pb) do elemento IS6110 (HERMANS et al., 1990; THIERRY et al., 1990; VAN 

EMBDEN et al., 1993). 
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Telenti et al. (1993) desenvolveram uma técnica baseada em PCR seguida de 

análise de fragmentos de restrição denominada PCR-PRA (do inglês PCR-restriction 

fragment length polimorphism analysis) do gene hsp65 presente em diferentes 

espécies de micobactérias. Essa técnica envolve uma PCR com oligonucleotídeos 

Tb11 (5'ACCAACGATGGTGTGTCCAT3’) e Tb12 

(5'CTTGTCGAACCGCATACCCT3’), que amplifica um fragmento de 439 pb comum 

ao gênero Mycobacterium, seguida de digestão por enzimas de restrição BstEII e 

HaeIII que gera fragmentos polimórficos, cuja combinação possibilita a diferenciação 

de espécies por meio de chaves de classificação. 

Rodríguez et al. (1995) desenvolveram os oligonucleotídeos JB-21 (5’ 

TCGTCCGCTGATGCAAGTTGC 3’) e JB-22 (5’ CGTCCGCTGACCTCAAGAAG 3’) 

que acreditavam ser espécie-específico (M. bovis) para amplificação de um 

fragmento genômico de 500 pb contido na região RvD1Rv2031c. Em estudos 

posteriores os mesmos autores observaram que alguns isolados da espécie 

estreitamente relacionada, M. tuberculosis, também apresentavam o fragmento de 

500 pb e podiam ser identificados por esses oligonucleotídeos (RODRÍGUEZ et al., 

1999). Entretanto, o benefício do ensaio não deve ser diminuído, uma vez que indica 

a presença do agente infeccioso do CMT (CARDOSO et al., 2009).  

 

3.2.7 Epidemiologia molecular 

 

Tradicionalmente, para o estudo da epidemiologia da tuberculose, as 

informações sobre o contato social de pessoas e o histórico da doença do paciente 

costumava ser a única base relevante para a elucidação da transmissão da infecção 

tuberculosa. Era difícil concluir se um isolado de BAAR a partir de diferentes 

pacientes era proveniente de uma fonte comum de infecção ou não. A tipagem de 

cepas de M. tuberculosis tornou-se possível com base na visualização dos múltiplos 

loci de uma sequência de inserção IS6110, um fragmento genômico relativamente 

estável existente em região específica do genoma. A variabilidade do número de 

cópias e os locais de IS6110 presentes no genoma permitem a tipificação de cepas 

do CMT. A análise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restrição (do 

inglês restriction fragment length polymorphism - RFLP) depende da diversidade de 

padrões de qualquer marcador polimórfico encontrado no genoma de uma cepa. 
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Essa técnica baseia-se na digestão do DNA genômico bacteriano por enzimas de 

restrição, denominadas endonucleases, que geram fragmentos de diferentes 

comprimentos, que são então separados em gel de agarose e hibridizados por 

sonda de DNA (COLLINS, 2011; HADDAD; MASSELOT; DURAND, 2004; THIERRY 

et al., 1990).  

O método de RFLP possui excelente poder discriminatório quando se 

investiga a espécie M. tuberculosis, pois o número de cópias da sequência de 

inserção IS6110 é geralmente bastante elevado, maior que vinte e cinco cópias 

(DEVALLOIS et al., 1998). Porém, quando testada em isolados de M. bovis 

apresenta uma capacidade pequena de discriminação, já que a maioria deles possui 

no máximo oito cópias desse fragmento (ARANAZ et al., 1996; COLLINS, 2011; 

COUSINS; DAWSON, 1999; DEVALLOIS et al., 1998, HADDAD; MASSELOT; 

DURANT, 2004; KREMER et al., 1999).  

RFLP tornou-se padrão-ouro para estudos de epidemiologia molecular, tais 

como a estimativa do grau de transmissão recente, a identificação de contaminação 

cruzada no laboratório, a identificação de focos e distinção entre reinfecção e 

recaída. Entretanto, após a conclusão do genoma da estirpe H37Rv de M. 

tuberculosis, alguns dos isolados clínicos foram completamente sequenciados. Isso 

levou a comparação in silico do genoma e identificou vários marcadores genômicos 

que podem esclarecer tanto a epidemiologia como a análise evolutiva da população 

de M. tuberculosis. Entre esses marcadores, o método de tipagem discriminatório 

denominado unidades repetitivas micobacterianas (do inglês mycobacterial 

interspersed repetitive unit - MIRU) baseado no estudo de loci contendo números 

variáveis de repetições em sequência (do inglês variable number tandem repeats - 

VNTR) foi proposto como um método promissor que pode discriminar espécies do 

CMT e, em muitos casos, estimar a transmissão e a identificação de linhagens 

genéticas (SUPPLY et al., 2006; McLERNON et al., 2010). A tipagem MIRU-VNTR 

visa loci genéticos que estão distribuídos por todo o genoma e contém uma variação 

na quantidade de sequências repetidas.  O polimorfismo nos loci pode decorrer tanto 

da mudança na sequência dos nucleotídeos como da variação no número de 

unidades repetidas. Uma vez determinado o perfil de alelos para cada cepa, os 

dados são analisados empregando um aplicativo web MIRU-VNTRplus 

(http://www.miru-vntrplus.org). Esse serviço permite aos usuários acesso livre para 

http://www.miru-vntrplus.org/
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comparar perfis alélicos de isolados de micobactérias de diferentes regiões do 

mundo depositados no banco de dados que representa as principais linhagens do 

CMT (ALLIX-BEGUEC et al., 2008; WENIGER et al., 2010). 

  Estudos populacionais em ambientes com características epidemiológicas 

representativas de muitos países desenvolvidos mostraram que a tipagem MIRU-

VNTR tem sido mais eficiente do que a ferramenta padrão-ouro RFLP no estudo da 

transmissão da tuberculose (COLLINS, 2011). Um dos potenciais do MIRU-VNTR é 

a sua aplicabilidade para a criação do banco de dados de genótipos de cepas do 

CMT em escala mundial, o que é essencial para bons serviços de vigilância 

epidemiológica e controle de doenças (HADDAD; MASSELOT; DURAND, 2004). 

Outra vantagem desse método é a sua utilização para a análise filogenética (WIRTH 

et al., 2008; OELEMANN et al., 2011). A principal desvantagem da técnica MIRU-

VNTR é a necessidade de vários oligonucleotídeos com diferentes protocolos de 

amplificação para análise de uma única amostra (Rodriguez et al., 2004). 

Outro método útil para detectar e discriminar simultaneamente bactérias do 

CMT em amostras clínicas é o emprego de spoligotyping (spacer oligotyping). A 

técnica baseia-se na amplificação por PCR de um único locus de repetição direta (do 

inglês Direct Repeat - DR) altamente polimórfico contendo múltiplas sequencias de 

repetições diretas (sequencias DR) intercaladas com  sequências espaçadoras não 

repetitivas que podem conter de 34 a 41 pb, presente exclusivamente no genoma de 

micobactérias do CMT (HERMANS et al., 1991; KAMERBEEK et al., 1997). O 

polimorfismo entre isolados de micobactérias é comprovado pela ausência ou 

presença de um ou mais espaçadores (ARANAZ et al., 1996) e também está 

relacionado ao número de regiões DR (HADDAD et al., 2004). O nível de 

diferenciação por spoligotyping é menor em comparação ao RFLP para cepas 

possuindo cinco ou mais cópias de IS6110, mas mais elevado para as com menos 

de cinco cópias. Assim spoligotyping é o método mais indicado para genotipagem de 

cepas de M. bovis, que geralmente contêm apenas uma ou duas cópias de IS6110.  

Cepas de M. bovis podem ser reconhecidas pela ausência de hibridação com 

espaçadores 39-43 (KAMERBEEK et al.,1997). 

Posteriormente à PCR é feita a hibridação em membrana que contenha 

oligonucleotídeos específicos para cada uma das 43 diferentes sequências 

espaçadoras. O resultado é obtido mediante a hibridação ou não de cada sequência 
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espaçadora, de forma que o polimorfismo dos isolados é comprovado pela ausência 

ou presença de um ou mais espaçadores, resultando em um padrão de hibridação 

que é comparado entre as diferentes amostras (ARANAZ et al., 1996; GROENEN et 

al., 1993; GOYAL et al., 1997). As bases moleculares deste polimorfismo estão 

provavelmente relacionadas à combinação homóloga entre as DR próximas ou 

distantes e também em função do rearranjo ocorrido devido a presença do 

transposon, que são regiões do DNA que podem se transferir para outra região do 

genoma, deixando ou não uma cópia no local onde estavam (ARANAZ et al., 1996). 

As análises e comparações genéticas e epidemiológicas dos diferentes 

espoligotipos gerados são realizadas por meio de um banco de dados internacional 

(SpolDB4) que compartilha 1.939 perfis, representando um total de 39.295 isolados 

clínicos originários de 141 países (BRUDEY et al., 2006).  

Além de detectar e discriminar espécies do CMT, o spoligotipyng é capaz de 

elucidar especificidades geográficas entre os espoligotipos, de modo que alguns 

isolados agrupados em famílias estejam relacionados a uma determinada 

população, região geográfica e até a própria história da dispersão da tuberculose no 

mundo (SOLA et al., 1999).   

A discriminação molecular de isolados de M. bovis por meio de spoligotyping 

Constitui-se em uma ferramenta valorosa para dar apoio e racionalidade aos 

sistemas de vigilância para detecção de tuberculose bovina, sistema este de grande 

importância para as áreas de baixa prevalência de focos, como parece ser grande 

parte do território brasileiro (RODRIGUEZ et al. 2004). 

A oportunidade de combinar informações diagnósticas rápidas e dados de 

epidemiologia molecular representa um avanço importante no controle da 

tuberculose. Dados epidemiológicos, caracterização molecular a partir de tecido de 

bovinos e a geolocalização dos casos, podem contribuir para o entendimento da 

distribuição da tuberculose bovina e auxiliar no desenvolvimento de estratégias para 

conter sua disseminação. Em vista disso, este estudo propôs isolar, identificar e 

genotipar micobactérias a partir de tecidos provenientes de bovinos positivos no 

teste intradérmico para o diagnóstico da tuberculose no Mato Grosso do Sul. 
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ABSTRACT.- Daniela de Oliveira Cazola2; Klaudia dos S. G. Jorge2; Martín J. Zumárraga3; Antonio F. Souza-Filho4, 
Flabio R. Araújo5; Ana Luiza Alves Rosa Osório2. [Identification and genotyping of Mycobacterium bovis from 
positive cattle in skin test for tuberculosis in the State of Mato Grosso do Sul, Brazil.] Identificação e 
genotipagem de Mycobacterium bovis de bovinos positivos no teste intradérmico para tuberculose em Mato 
Grosso do Sul, Brasil. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00. Laboratório de Micobacteriologia e Biologia 
Molecular da FAMEZ/Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Av. Senador Filinto Muller 2443, Campo 
Grande, MS 79074-460, Brasil. E-mail: danicazola@gmail.com 
In this study was performed spoligotyping to genotyping of Mycobacterium bovis isolates obtained from tissues 

of cattle positive in comparative intradermal tuberculin test (CITT) in the state of Mato Grosso do Sul. Tissues of 

13 positive cattle from different municipalities of the state were cultured in Stonebrink medium. The resulting 

colonies were subjected to Ziehl-Neelsen and all isolates showed staining characteristics of AFB. The 13 isolates 

of AFB were identified by multiplex PCR (mPCR) assay. The hsp65 gene was targeted for the identification of 

Mycobacterium spp, the IS6110 insertion sequence was targeted for the identification of Mycobacterium 

tuberculosis complex (MTC) and RvD1Rv2031c gene was explored for the detection of Mycobacterium bovis. 

Spoligotyping assay was performed for genotyping of micobacterial isolates. Of the 13 cattle, seven had at least 

one lesion suggestive of tuberculosis in retropharyngeal, parotid and lung lymph nodes or lung, and six showed 

no lesions suggestive of the disease. In the mPCR 11 out of the 13 isolates (84.6%) were positive for 

Mycobacterium spp., 8/13 (61.5%) were positive for the MTC and 7/13 (53.8%) positive for M. bovis. Based on 

spoligotyping, eight isolates were grouped into three different groups of genotypes and one isolate showed an 

orphan type. Four isolates showed spoligotype pattern SB0121, two isolates were SB1145, two isolates were 

SB0881 and one isolate was SB0140. Spoligotyping showed a genetic diversity among isolates present in the 

state of Mato Grosso do Sul, and SB0121 predominant profile. 

INDEX TERMS: molecular identification, molecular epidemiology, spoligotyping, bovine tuberculosis. 

RESUMO.- Neste estudo realizou-se genotipagem de isolados de Mycobacterium bovis, provenientes de amostras 
de tecidos de bovinos positivos no teste cervical comparativo (TCC) para tuberculose em Mato Grosso do Sul, por 
meio da técnica de spoligotyping. Tecidos de 13 bovinos positivos, oriundos de diferentes municípios do estado, 
foram cultivados em meio de Stonebrink. As colônias resultantes foram submetidas à coloração de Ziehl-Neelsen 
e todos os isolados apresentaram características tintoriais de BAAR. Os 13 isolados de BAAR foram identificados 
por PCR multiplex (mPCR). O gene hsp65 foi alvo para identificação de Mycobacterium spp, a sequencia de 
inserção IS6110 foi alvo para identificação de complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) e o gene 
RvD1Rv2031c foi explorado para detecção de Mycobacterium bovis. Os isolados micobacterianos foram 
genotipados pela técnica de spoligotyping. Dos 13 bovinos, sete tinham pelo menos uma lesão sugestiva de 
tuberculose em linfonodos retrofaríngeos, parotídeos e pulmonares ou no pulmão, e em seis não foram 
encontradas lesões visíveis sugestivas da doença. Na mPCR 11/13 (84,6%) isolados foram positivos para 
Mycobacterium spp; 8/13 (61,5%) positivos para CMT e 7/13 (53,8%) positivos para M. bovis. Com base no 
spoligotyping oito isolados de BAAR foram agrupados dentro de três diferentes agrupamentos de genótipos e 
uma amostra remanescente apresentou perfil único, sendo quatro isolados com padrão de espoligotipo SB0121, 
dois SB1145, dois SB0881 e um SB0140.  A técnica de spoligotyping demonstrou que há diversidade genética 
entre os espoligotipos presentes no estado de Mato Grosso do Sul, embora predomine o perfil SB0121. 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: identificação molecular, epidemiologia molecular, spoligotyping, tuberculose bovina. 
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INTRODUÇÃO  

A tuberculose bovina é uma doença infecto contagiosa, causada por Mycobacterium bovis, um membro do 
complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT). O diagnóstico presuntivo é realizado por meio de testes 
intradérmicos e inspeção de abate (Acha & Szyfres 2001, Brasil 2006, OIE 2009). A combinação do isolamento 
micobacteriano em meio de cultura a partir de tecidos bovinos com a identificação e genotipagem molecular tem 
contribuído para melhor compreensão da epidemiologia das infecções por M. bovis, o que proporciona aumento 
na eficiência dos programas de controle da doença. Para este propósito, é necessário ter uma correlação entre 
genotipagem e dados epidemiológicos (Haddad et al. 2004).  

Os dados de genotipagem molecular permitem distinguir os genótipos de M. bovis que são 
predominantes em uma área específica e como os focos múltiplos ocorrem.  A técnica de spoligotyping baseia-se 
na amplificação por PCR do DNA no locus denominado de região de repetição direta (direct repeat - DR), 
exclusivo do genoma de micobactérias do CMT, para detectar a presença ou ausência de espaçadores nesse locus. 
A detecção é feita pela hibridação dos espaçadores a uma membrana, usando um minibloter (Kamerbeek et al. 
1997). 

No Mato Grosso do Sul o inquérito epidemiológico para determinação da prevalência de tuberculose 
bovina está em andamento. Nesse estado existem alguns estudos pontuais envolvendo o teste intradérmico, 
exame bacteriológico e molecular de lesões post mortem sugestivas de tuberculose que demonstram a presença 
da doença (Jorge 2001, Araújo et al. 2005, Azambuja 2010).  

Diante do impacto negativo da infecção por M. bovis à saúde humana e animal é necessária a 
comprovação da infecção por meio do isolamento do agente e sua caracterização molecular. Este estudo propôs 
isolar, identificar e genotipar micobactérias a partir de tecidos provenientes de bovinos positivos no teste 
intradérmico para o diagnóstico da tuberculose no estado de Mato Grosso do Sul, Brasil. 

  
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
Obtenção do Material biológico 
 

Foram objetos deste estudo bovinos reagentes positivos ao teste cervical comparativo (TCC) durante inquérito 
epidemiológico parcial da tuberculose bovina nas regiões do Planalto Sul e Norte do estado de Mato Grosso do 
Sul. De acordo com o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) animal 
vigente no Brasil, todos os bovinos positivos no TCC devem ser preferencialmente encaminhados ao abate 
sanitário em estabelecimento com serviço de inspeção de carcaças ou destruídos na própria unidade de criação 
sob supervisão do serviço de defesa sanitária animal. Em caso de necropsia é necessário o uso de equipamento 
de proteção individual e descontaminação de todos os materiais utilizados. Desse modo, durante o abate 
sanitário ou necropsia, foram coletadas amostras teciduais de pulmão e linfonodos, com ou sem lesões sugestivas 
de tuberculose, de 13 bovinos adultos positivos no TCC.  

Os bovinos pertenciam a 10 rebanhos de exploração leiteira e um rebanho de corte, todos sem histórico 
de tuberculose. Tratavam-se de pequenas propriedades, a maioria assentamentos rurais, que trabalhavam em 
regime de economia familiar, localizadas nos munícipios de Anaurilândia, Bandeirantes, Iguatemi Itaquiraí, 
Tacuru, Terenos, e Ponta Porã. 

 
Cultivo 
 
Em no máximo dois dias após a coleta, as amostras teciduais foram homogeneizadas e descontaminadas 

pelo método de Petroff (Petroff 1915). A mistura do homogeneizado com o descontaminante NaOH 4% foi 
incubada e, em seguida, neutralizada. A suspensão foi centrifugada e o sedimento inoculado em meio de cultura 
de Stonebrink (Corner 1994). As culturas foram incubadas a 37°C e o crescimento bacteriano foi verificado 
semanalmente por um período de, pelo menos, 90 dias. As amostras bacterianas obtidas foram coradas em 
lâminas histológicas pela coloração de Ziehl-Neelsen para a pesquisa de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR). 
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Identificação molecular 
 
A extração de DNA dos isolados de BAAR foi realizada por meio de termólise (Mazars et al. 2001). Os 

DNA obtidos foram submetidos a duas PCR multiplex (mPCR) de acordo com Figueiredo et al. (2009). Em ambas 
foram empregados os oligonucleotídeos JB21 (5' TCGTCCGCTGATGCAAGTGC 3') e JB22 (5' 
CGTCCGCTGACCTCAAGAAG 3'), que amplificam um produto de 500 pares de base (pb) da sequencia alvo 
RvD1Rv2031c, para identificação de M. bovis (Rodríguez et al. 1995). Na primeira m-PCR foram incluídos os 
oligonucleotídeos TB11 (5’ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3’) e TB12 (5’ CTTGTCGAACCGCATACCCT 3’), que 
amplificam um produto de 439 pb do gene hsp65, presente no gênero Mycobacterium spp. (Telenti et al. 1993). 
Na segunda mPCR, foram incluídos oligonucleotídeos INS-1 (5´ CGTGAGGGCATCGAGGTGGC 3’) e INS-2 (5´ 
GCGTAGGCGTCGGTGACAAA 3’) que amplificam um fragmento de 245 pb da sequencia de inserção IS6110, 
presente nas micobactérias do CMT (Hermans et al. 1990). A análise dos produtos foi realizada por eletroforese 
em gel de agarose 3% e solução tampão TBE 1x (89 mM tris-borato, 2 mM EDTA) a uma voltagem de 120 volts,  
400 mÅ durante 180 minutos, em migração paralela ao padrão de 100 pb (PCR Low Ladder Marker Set - 
Sigma®).  O gel foi corado com Sybr Gold (Invitrogen®) e fotodocumentado em sistema Gel Doc XR (Bio-Rad®). Os 
produtos de amplificação foram visualizados por meio do Software Quantity One (Bio-Rad®). 
 

Genotipagem de micobactérias  
 

As micobactérias foram genotipados por spoligotyping, independente do resultado da identificação por 
mPCR. Esse método foi realizado em colaboração com o Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), 
em Buenos Aires – Argentina, de acordo com o descrito por Kamerbeek et al. (1997).  A amplificação da região 
DR foi realizada em volume final de 50 µL, com 0,2 mM de cada dNTP (10 mM tris- HCl, pH 8,0; 50 mM KCl), 1,5 
mM de MgCl2, 20 pmol de cada oligonucleotídeo (DRa e DRb), 1 U de Taq DNA polimerase e 10 ng de DNA. A PCR 
consistiu de uma desnaturação inicial a 96°C por 3 minutos, 20 ciclos a 96°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 
72°C por 30 segundos, seguido por extensão final a 72°C por 5 minutos. 

DNA de M. bovis BCG e de M tuberculosis H37Rv foram usados como controles positivos do experimento 
e água ultra-pura como controle negativo. 

Os produtos da PCR foram transferidos para uma membrana de nylon (Ocimum Biosolutions, INDIA) 
contendo 43 oligonucleotídeos, correspondentes às sequencias espaçadoras conhecidas na região DR, com os 
quais foram hibridados. Após a incubação com o conjugado streptavidina-peroxidase, os espaçadores foram 
detectados por quimioluminescência. A identificação oficial dos padrões de spoligotyping encontrados foi obtida 
no website mbovis.org (Smith & Uptom 2011).  

 
 
  

RESULTADOS 
 

Dos 13 bovinos positivos no TCC, sete (53,8%) tinham pelo menos uma lesão sugestiva de tuberculose em 
linfonodos retrofaríngeos, parotídeos e pulmonares ou no pulmão, e em 6 (46,2%) não foram encontradas lesões 
sugestivas da doença. Todas as amostras teciduais coletadas dos bovinos positivos no TCC foram cultivadas e 
apresentaram isolamento bacteriano. Os isolados provenientes de tecidos com lesões sugestivas de tuberculose 
apresentaram colônias pequenas, arredondadas, de coloração amarelo-pálida, com borda irregular e superfície 
granular, típicas de micobactérias. Em relação aos isolados provenientes dos fragmentos de tecidos sem lesão, 
quatro apresentaram colônias atípicas, de coloração amarelo ouro, e duas com crescimento escasso, mas 
morfologia típica de M. bovis. Submetidos à coloração de Ziehl-Neelsen, todos os isolados apresentaram 
características tintoriais de BAAR.  

Na PCR com os oligonucleotídeos TB11/TB12, identificou-se o gênero Mycobacterium spp. em 11/13  
isolados (84,6%). Na PCR com os oligonucleotídeos INS1/INS2 e JB21/JB22, identificou-se CMT e espécie M. 
bovis em 8/13 (61,5%) e 7/13 (53,8%) isolados, respectivamente. 

Quatro espoligotipos previamente identificados na base de dados foram observados em 9/13 (69,2%) 
isolados de BAAR. Três deles formaram agrupamentos de genótipos e um apresentou perfil único. Quatro 
isolados de BAAR apresentaram perfil de espoligotipo SB0121, dois SB1145, dois SB0881 e o perfil único 
SB0140.  

O perfil de espoligotipo mais frequente (SB0121) foi também o que apresentou menor concordância com 
os demais resultados, ou seja, duas amostras bacterianas que apresentaram esse perfil eram formadas por 
colônias atípicas, foram identificados por PCR como gênero Mycobacterium spp., mas não como micobactérias do 
CMT e da espécie M. bovis. Outra amostra com esse perfil de espoligotipo apresentou colônias típicas de M. bovis 
e foi identificada por PCR como do gênero Mycobacterium spp., CMT, mas não foi amplificada pelos 
oligonucleotídeos JB21/JB22. Finalmente, uma amostra SB0121 apresentou positividade em todos os testes 
realizados.  
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Os demais perfis de espoligotipos identificados, SB1145, SB0881 e SB0140, concordaram 
completamente com os outros resultados: colônias típicas de M. bovis e identificação por PCR como do gênero 
Mycobacterium spp., CMT e espécie M. bovis. Em relação aos quatro perfis de espoligotipos não identificados 
(PNI), apenas um apresentou positividade em todos os demais testes de identificação molecular realizados.       

Os resultados de lesões, isolamento de BAAR, mPCR e spoligotyping estão sumarizados no quadro 1.  Os 
perfis dos espoligotipos e o fenograma deduzido estão na figura 1 e a geolocalização na figura 2. 

 

Quadro 1. Lesões, isolamento de BAAR, PCR para detecção do gênero Mycobacterium spp., complexo M. 
tuberculosis e espécie M. bovis  e perfis de espoligotipos de isolados de BAAR obtidos de tecidos de bovinos 
positivos no teste cervical comparativo no estado de Mato Grosso do Sul 

Bovino Procedência Lesão 
Culturas 

BAAR 
TB11/12 INS JB21/22 

Perfil de 
espoligotipo 

1 Mundo Novo - atípica - - - PNI 

2 Terenos - atípica + - - SB0121 

3 Tacuru - atípica + - - SB0121 

4 Anaurilandia  - atípica + - - PNI 

5 Anaurilandia a + típica + + + SB1145 

6 Anaurilandia b + típica + + + SB1145 

7 Iguatemi a + típica + + + SB0140 

8 Iguatemi b + típica + + + PNI 

9 Bandeirantes + típica + + + SB0121 

10 Ponta Porã a  + típica + + + SB0881 

11 Itaquiraí - típica +  + - SB0121 

12 Paranhos + típica - -  - PNI 

13 Ponta Porã b - típica + + + SB0881 

           - = negativo, + = positivo, a/b = animais da mesma propriedade, PNI= perfil não identificado. 
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a 

Municípios do estado de Mato Grosso do Sul 

b Padrão de espoligotipo  
PNI = perfil não identificado 

 

 
Fig. 1. Perfis genotípicos dos espoligotipos obtidos de isolados de BAAR de tecido de bovinos positivos no teste 

intradérmico, procedentes do estado de Mato Grosso do Sul, Brasil, e das amostras padrão BCG de M. bovis e 

H37Rv de M. tuberculosis, segundo anotação internacional (www.mbovis.org). O fenograma deduzido está no 

lado esquerdo. 

 

 

Fig. 2. Localização geográfica dos isolados de BAAR genotipados por meio da técnica de spoligotyping 

encontrados no estado de Mato Grosso do Sul (1: Bandeirantes; 2: Terenos; 3: Itaquiraí; 4: Tacuru; 5: 

Anaurilândia; 6: Iguatemi; 7: Ponta Porã).  

 

DISCUSSÃO 
 

Dos 13 bovinos submetidos à necropsia ou abate sanitário, em apenas sete foi possível encontrar lesões visíveis 
sugestivas de tuberculose, embora se tratasse de animais positivos no TCC. As lesões foram visualizadas com 
maior frequência em linfonodos retrofaríngeos, parotídeos, pulmonares e no pulmão. No entanto, com a 
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generalização da infecção em alguns animais, essas também foram encontradas em outros tecidos. Os bovinos 
cujos órgãos não apresentaram lesões macroscópicas detectáveis (6/13) poderiam estar recentemente 
infectados (Brasil 2006), pois o quadro lesional da tuberculose é complexo e varia consoante com o tempo e o 
tipo de evolução da doença. O reconhecimento das lesões macroscópicas associadas a esta doença, 
principalmente durante a inspeção sanitária de rotina nos matadouros, é muito importante no diagnóstico da 
infecção, sendo responsável pela identificação de focos nos rebanhos. No entanto, o encontro de lesões é 
dificultado pelo fato da inspeção de rotina não ser tão pormenorizada como nos casos de abates sanitários de 
animais positivos aos testes intradérmicos (Shitaye  et al. 2006, Wilsmore & Taylor, 2008).  

Amostras teciduais dos 13 bovinos positivos no TCC, com ou sem lesão macroscópica sugestiva de 
tuberculose, foram cultivadas e resultaram em isolamentos de BAAR. Possivelmente, o sucesso da recuperação 
de micobactérias em cultura deveu-se às condições favoráveis de coleta e de conservação das amostras, que 
devem ser feitas de maneira asséptica, dando preferência para tecidos intactos, acondicionadas em recipiente 
estéril e mantidas sob-refrigeração de +2°C a +8°C para o transporte (CPZ 1988, OIE 2009). De acordo com 
Corner (2012), apesar da positividade no TCC, o diagnóstico da tuberculose bovina somente é confirmado após o 
isolamento e identificação de colônias de BAAR a partir dos tecidos.   

As mPCR utilizadas nesse estudo identificaram 7/13 isolados de BAAR como gênero Mycobacterium spp., 
CMT e espécie M. bovis. Esses isolados eram colônias típicas de M. bovis. Nos demais isolados que também 
apresentaram colônias típicas, um foi identificado por mPCR como gênero Mycobacterium spp. e CMT (bovino 
11), e em outro (bovino 12) não houve amplificação. Fatores como concentração de DNA na reação, variabilidade 
genética, além de possíveis inibidores da PCR presentes na reação poderiam justificar esses resultados (Michel et 
al. 2010). Além disso, um estudo realizado por Sechi e colaboradores (2000) concluiu que nem todas as cepas de 
M. bovis podem ser identificadas com oligonucleotídeos direcionados para o fragmento de 500 pb, como é o caso 
de JB21/JB22, uma vez que esse fragmento pode estar ausente. Como esta característica genotípica pode não ser 
tão infrequente, o uso de um único par de oligonucleotídeos pode produzir resultados falso negativos. Portanto, a 
adição de mais um par de oligonucleotídeos com alvo para uma sequência diferente, como em uma mPCR, 
diminui a ocorrência destes resultados (Figueiredo et al. 2010,  Sales et al 2014).  

Cabe destacar que os oligonucleotídeos JB21/JB22 embora tenham sido propostos como espécie-
específico (Rodríguez et al. 1995), em estudo posterior Rodríguez et al. (1999) verificaram que algumas cepas de 
M. tuberculosis também podiam ser amplificadas por eles. Embora haja relatos de M. tuberculosis infectando 
bovinos (Ameni et al. 2011, Mbugi et al. 2012, Romero et al. 2011, Thakur et al. 2012), no Brasil mais de 2000 
culturas de lesões presuntivas de tuberculose bovina foram testadas  para essa espécie em laboratório de 
referência do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e não houve resultados positivos 
(Araújo et al. 2014). De qualquer modo, os benefícios da PCR baseada nessa sequencia de 500 pb não podem ser 
menosprezados, uma vez que a amplificação é indicativa da presença do agente infeccioso causador da 
tuberculose bovina (Rodríguez et al. 1999).  

Entre os quatro isolados de BAAR que apresentaram colônias atípicas, três (75%) foram identificados 
apenas como gênero Mycobacterium spp. (Quadro 1). Essa identificação pode referir-se a contaminação por 
micobactérias atípicas, de crescimento rápido, que muitas vezes inibem o crescimento do patógeno presente na 
forma paucibacilar da tuberculose bovina (OIE 2009), característica que dificulta o diagnóstico. Essa situação foi 
verificada por meio da técnica PRA-hsp65 que resultou em padrão compatível com M. avium subsp. avium tipo 5 
ou M. colombiense tipo 1 (dados não mostrados).  

A pesquisa dos espoligotipos foi uma importante ferramenta para discriminar os genótipos de M. bovis 
presentes nos rebanhos bovinos de Mato Grosso do Sul. No presente estudo, foram identificados quatro 
espoligotipos — SB0121, SB1145, SB0140 e SB0881— com deleções nos espaçadores de 3, 9, 16 e 39-43, o que é 
característico de cepas de M. bovis (Kamerbeek et al. 1997, Haddad et al. 2004).  

Em nove isolados de BAAR foram encontrados espoligotipos da espécie M. bovis mesmo que desses, dois 
eram provenientes de animais sem lesões visíveis ao abate, mas com colônias típicas (bovinos 11 e 13). A PCR 
identificou o DNA isolado do bovino 11 como Mycobacterium spp. e CMT; do bovino 13 como Mycobacterium 
spp., CMT e da espécie M. bovis. Nesse caso, a técnica de spoligotyping foi importante também para identificar a 
espécie M. bovis. Outros dois isolados de BAAR (bovinos 2 e 3) eram colônias atípicas identificadas por PCR  
apenas como Mycobacterium spp.. O isolamento concomitante de micobactérias atipícas, cujo crescimento 
costuma ser rápido e abundante, pode ter inibido o crescimento de colônias de M. bovis, que é lento e escasso 
(Corner 1994).  Ainda assim, por se tratar de uma técnica que requer menor concentração de DNA o 
spoligotyping foi capaz de indentificar M. bovis e discriminar o perfil de espoligotipo (Kamerbeek et al. 1997, Sola 
et al., 1999).  

A técnica de spoligotyping não identificou perfís de espoligotipos em 4/13 isolados de BAAR.  Dois 
isolados (bovino 1 e 4) eram colônias atípicas provenientes de bovinos sem lesões visíveis ao abate, e a PCR 
identificou como Mycobacterium spp. apenas o DNA do isolado do bovino 4. Por outro lado, em um isolado 
(bovino 12) proveniente de bovino com lesão tecidual não houve amplificação de DNA com os oligonucleotídeos 
TB11/12, INS1/2 e JB21/22. Já no spoligotyping o padrão de espoligotipo encontrado foi imcompleto (Figura 1), 
possivelmente por não haver DNA suficiente para amplificação da região alvo. 
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No isolado proveniente do bovino 8, seu perfil de espoligotipo não foi identificado, mesmo com a 
presença de lesão tecidual e a amplificação do DNA com os três pares de oligonucleotídeos utilizados. Esse 
resultado pode significar a descoberta de um novo perfil de espoligotipo ainda não anotado no banco de dados 
(www.mbovis.org), possivelmente porque essa cepa se encontra em baixa proporção na população de M. bovis da 
regiao estudada.  

Haddad et al. (2004) sugeriram a existência de dois grupos de espoligotipos dominantes, o primeiro 
representado pela estirpe BCG ancestral (SB0120) e SB0121 que se difere da estirpe original apenas pela perda 
do espaçador 21, frequente em países como Itália, França, Bélgica, Espanha e Portugal, e o segundo grupo 
representado por SB0140, presente na Inglaterra. De acordo com essa teoria, os tipos de ancestrais tornaram-se 
o padrão dominante nos países onde foram introduzidos ou evoluíram para espoligotipos semelhantes. O 
resultado deste trabalho mostrou que o perfil de espoligotipo predominante em Mato Grosso do Sul foi o 
SB0121, também identificado no estado de São Paulo (Rodriguez et al. 2004, Rocha et al. 2013). Nos estados de 
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Paraíba sua presença também já foi relatada (Parreiras et al. 2012). Segundo 
Zumárraga et al. (2013), esse espoligotipo é o mais prevalente no Brasil, presente também no México e na 
Venezuela, mas não detectado na Argentina. Na Europa, esse espoligotipo é frequentemente relatado na França 
(Haddad et al. 2001), Espanha (Rodríguez et al. 2010) e Portugal (Duarte et al. 2008). Curiosamente, nesse 
estudo, observou-se que a maior parte dos isolados com esse espoligotipo (3/4) era proveniente de bovinos sem 
lesoes visíveis, o que pode sugerir baixa virulência (Garbaccio et al. 2014), embora não se conhecesse o estágio 
de evolução da doença.   

O espoligotipo SB0140 também já foi detectado no estado de São Paulo (Rocha et al. 2013), porém 
Zumárraga et al. (2013) consideram sua frequência baixa no Brasil. É predominante nos países vizinhos,  
Argentina e Chile e já foi relatado no Reino Unido, Nova Zelândia, Austrália e Irlanda (Cousins et al. 1998, Costelo 
et al. 1999, Zumárraga et al. 1999, Haddad et al. 2001, Smith et al. 2011).   

O espoligotipo SB0881, caracterizado pela ausência dos espaçadores 21 e 26-30 (Zumárraga et al. 2013), 
foi relatado anteriormente em São Paulo (Rocha et al. 2013) e é o terceiro mais encontrado no Brasil (Zumárraga 
et al. 2013). Também já foi relatado na França e na Espanha (Haddad et al. 2001, Rodríguez et al. 2010).  

O espoligotipo SB1145 foi previamente referido apenas no Brasil (www.mbovis.org) em isolados de 
Minas Gerais (Parreiras et al. 2012). 

Os quatro espoligotipos identificados nesse estudo, os predominantes na América Latina e aqueles 
presentes em países europeus, possuem similaridade. Essa, possivelmente é consequência das relações 
econômicas entre esses países ocorridas a partir da metade do século XIX, quando a importação de bovinos era 
principalmente de origem europeia (Zumárraga et al. 2013).  

Cepas presentes em diferentes estados com o mesmo padrão de espoligotipo podem ser resultantes da 
movimentação de animais contaminados entre diferentes regiões (Zumárraga et al. 2013) ou de homoplasia  
(Comas & Gagneux 2009). A movimentação de animais doentes acontece pela dificuldade em distinguir animais 
anérgicos na tuberculinização e por falhas de saneamento dos focos ou no controle de trânsito animal (Lepper et 
al. 1977). O perfil SB0121 foi encontrado em diferentes municípios de Mato Grosso do Sul, o que também pode 
ser justificado pela movimentação de animais. Não foi identificada a presença de diferentes perfis genotípicos de 
M. bovis em propriedades que apresentaram dois animais positivos. 

A aplicação da técnica de epidemiologia molecular por spoligotyping, em isolados de BAAR obtidos a 
partir de amostras teciduais de bovinos positivos no TCC em diferentes municípios de Mato Grosso do Sul, 
demonstra que há diversidade genética entre os espoligotipos presentes no estado, embora predomine o perfil 
SB0121. 

A associação das técnicas de diagnóstico ante-mortem da tuberculose, preconizadas pelo PNCEBT, com 
técnicas de identificação e genotipagem molecular, facilitam as atividades de saneamento, incluindo a vigilância 
de doenças e a investigação de surtos, identificando padrões de transmissão e fatores de risco. Além disso, em 
combinação com dados espaciais, destaca a distribuição geográfica de cepas de M. bovis. Dessa forma contribui 
para eficiência dos programas de controle e erradicação da tuberculose. 
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