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RESUMO 

 

 

Mycobacterium bovis, um membro do complexo Mycobacterium tuberculosis, é o 
agente causador da tuberculose em bovinos, enfermidade de alta relevância 
econômica e também influencia o comércio dos animais e de seus produtos, além de 
constituir-se uma zoonose. A genotipagem por espoligotipagem contribuiu para 
melhor compreensão acerca da epidemiologia das infecções por M. bovis, 
proporcionando o aumento da eficiência dos programas de controle da doença. O Rio 
Grande do Sul possui elevada importância na produção brasileira e faz fronteira com 
outros países nos quais também há focos da enfermidade. Desta forma, a 
genotipagem de isolados de M. bovis deste estado dará maiores subsídios para o 
controle da bTB, acelerando a redução de sua prevalência e colaborando com futuras 
políticas de erradicação da enfermidade. Assim sendo, a proposta deste estudo 
baseou-se no isolamento, identificação e genotipagem de M. bovis, a partir de lesões 
sugestivas de tuberculose de bovinos advindos da microrregião de Lajeado-Estrela, 
RS. As amostras de tecido com lesões sugestivas de bTB foram processadas e 
cultivadas em meio Stonebrink, e as colônias com características compatíveis com M. 
bovis foram submetidas à extração de DNA e PCR. Após a espoligotipagem, os 
espaçadores foram visualizados por detecção de quimioluminescência e os padrões 
encontrados analisados comparando aos já descritos na base de dados. Os isolados 
apresentaram três diferentes agrupamentos e um apresentou perfil único, não 
identificado anteriormente: 32 isolados apresentaram o padrão SB0121, seis SB0295 
e um isolado SB1683. Os resultados obtidos podem contribuir com estudos 
epidemiológicos, uma vez que detecta e caracteriza a variabilidade genética dos 
isolados. 

 

Palavras chave: Mycobacterium bovis, espoligotipagem, tuberculose bovina, Rio 
Grande do Sul. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Mycobacterium bovis, a member of the Mycobacterium tuberculosis complex, is the 
causative agent of tuberculosis in cattle, a disease of great economic importance and 
also influences the trade of animals and their products, besides constituting a 
zoonosis. Molecular spoligotyping genotyping has contributed to a better 
understanding of the epidemiology of M. bovis infections, increasing the efficiency of 
disease control programs. Rio Grande do Sul has high importance in Brazilian 
production and is bordered by other countries in which there are also foci of the 
disease. Thus, the genotyping of M. bovis isolates from this state will provide greater 
subsidies for the control of bTB, accelerating the reduction of its prevalence and 
collaborating with future policies to eradicate the disease. Therefore, the proposal of 
this study was based on the isolation, identification and genotyping of M. bovis, from 
lesions suggestive of bovine tuberculosis coming from the micro region of Lajeado-
Estrela, RS. Tissue samples with lesions suggestive of bTB were processed and 
cultured in Stonebrink medium, and colonies with M. bovis compatible characteristics 
were subjected to DNA extraction and PCR. After spoligotyping, the spacers were 
visualized by chemiluminescence detection and the patterns found were compared to 
those already described in the database. The isolates presented three different 
groupings and one presented a single profile, previously unidentified: 32 isolates 
presented SB0121, six SB0295 and one SB1683 isolate. The results obtained may 
contribute to epidemiological studies, as it detects and characterizes the genetic 
variability of the isolates. 

 

 

Key words: Mycobacterium bovis, spoligotyping, bovine tuberculosis, Rio Grande do 
Sul  
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Classificada como zoonose, a tuberculose bovina (bTB) é uma doença infecciosa 

crônica causada por Mycobacterium bovis (SANABRIA et al., 2017), tem como 

hospedeiros principais, bovinos e bubalinos e apresenta efeito debilitante 

(ZUMÁRRAGA et al., 2012). É distribuída em todo o mundo e, de acordo com os 

cronogramas da doença disponíveis no Banco Mundial de Informações sobre Saúde 

Animal, 109 países relataram a presença de infecções por M. bovis (OIE, 2010). É 

considerada erradicada na maioria dos países desenvolvidos, devido às políticas de 

controle (PARREIRAS et al., 2012). De acordo com Zumárraga et al. (2013), a doença 

é endêmica na América Latina, portanto muitos países possuem programas de 

controle e erradicação. Porém, apesar do sucesso destes programas, relatos de 

surtos da doença continuam frequentes. Uma das razões pode estar relacionada à 

reintrodução de gado infectado em rebanhos, transmissão por animais selvagens ou 

uma falha na detecção de todos os animais infectados, que podem permanecer como 

reservatórios de bTB (RODRIGUES et al., 2017).  

Ferreira Neto et al. (2016) apontam que, no Brasil, desde a implantação do 

Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose, em 2001, 

foi produzido um grande volume de dados epidemiológicos que permitem o avanço do 

país no combate às duas doenças, porém esse progresso tem sido limitado por conta 

da dificuldade de engajar as cadeias produtivas de carne e leite. Os mesmos autores 

apresentam estudos realizados em 13 unidades federativas, que incluem 75% do 

rebanho brasileiro, e destacam os estados de maior prevalência da bTB como sendo 

Espírito Santo, norte de São Paulo, sul de Minas Gerais e sul de Goiás, que são 

regiões produtoras de leite (Figura 1). 
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Figura 1: Prevalência de tuberculose bovina em rebanhos nos estados do Brasil. 

Fonte: FERREIRA NETO et al., (2016). 

 

Para evitar que a doença se instale na propriedade são necessárias medidas de 

higiene, como limpeza e desinfecção das instalações, ventilação e exposição solar, 

especialmente de bebedouros e cochos (ALMEIDA et al., 2017). Os rebanhos maiores 

possuem uma taxa de substituição mais alta, aumentando assim o risco de inserção 

de bovinos infectados no plantel. A compra de animais, em particular de fazendas de 

risco, tem importância primordial na transmissão de tuberculose bovina (RAMÍREZ-

VILLAESCUSA et al., 2010; BESSELL et al., 2012).  

A tuberculose bovina é uma patologia que, economicamente, possui potencial 

devastador. As perdas que acarreta estão relacionadas à redução produtiva, 

condenação de carcaças e/ou descarte precoce (HOMEM et al., 2016). Além do 

prejuízo econômico, a propriedade em que a doença foi detectada perde seu prestígio 

(BRASIL, 2006). A tuberculose bovina é uma zoonose que possui relação com a 

exposição ocupacional. A exposição à infecção por M. bovis, de acordo com Vayr et 

al. (2018), pode acometer veterinários e assistentes, trabalhadores de matadouro e 

trabalhadores em contato com a vida selvagem, no caso de caçadores e 

taxidermistas. Porém Olea-Popelka et al. (2017) apontam que a prevalência estimada 
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da tuberculose zoonótica permanece incerta pela dificuldade de distinção com a 

tuberculose causada por M. tuberculosis.  

A técnica de espoligotipagem realiza detecção simultânea de diferentes cepas 

(RODRIGUEZ et al., 2004), apresentando-se como excelente opção para estudos de 

triagem em larga escala (ZUMÁRRAGA et al., 2013). Por combinar informações 

diagnosticadas rapidamente e dados de epidemiologia molecular, contribui para o 

entendimento de distribuição da doença e auxilia no desenvolvimento de estratégias 

de controle.  

O Rio Grande do Sul é o estado mais meridional do Brasil e possui 

características ambientais e culturais que o distinguem do resto do país. O estado 

possui na pecuária o ponto forte de sua economia, contando com um efetivo de 

aproximadamente 14 milhões de cabeças (BRASIL, 2017). A bovinocultura apresenta 

grande importância econômica, histórica e cultural, sendo destinada principalmente à 

indústria de produtos alimentícios de origem animal, como carne, leite e derivados, 

assim como subprodutos (couro, vísceras, graxas) (SOUZA; SILVA et al., 2014). A 

mesorregião Noroeste é a mais especializada na produção de leite, já o rebanho 

bovino de corte está localizado mais ao sul, sendo mais numeroso na mesorregião 

Sudoeste (SCHUMACHER; MARION FILHO, 2013). Os mesmos autores apontam 

que, dentre as sete mesorregiões do Rio Grande do Sul, a pecuária de corte teve 

taxas de crescimento positivas na Sudoeste e Sudeste, as quais formam a região da 

campanha e fazem divisa com o Uruguai e, no caso da Sudoeste, também com a 

Argentina.  

Pela importância da bovinocultura no Rio Grande do Sul, e por ser um estado 

que faz fronteira internacional com países nos quais a bTB também afeta os rebanhos, 

este estudo teve por objetivo caracterizar geneticamente M. bovis no estado do Rio 

Grande do Sul e destacar o polimorfismo entre seus genótipos, de modo a melhorar o 

entendimento acerca da distribuição da bTB no estado. 
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

2.1 Etiologia do Complexo Mycobacterium tuberculosis 

 

A tuberculose é uma doença causada por microrganismos pertencentes ao 

gênero Mycobacterium, ordem Actinomycetales, família Mycobacteriaceae, que 

apresenta mais de 100 espécies descritas (ROCHA, 2009). As espécies M. bovis, M. 

tuberculosis, M. africanum, M. caprae, M. canettii, M. microti, M. pinnipedii, M. mungi, 

M. orygis e M. suricattae formam o Complexo M. tuberculosis, grupo responsável pela 

maioria dos casos de tuberculose animal e humana (SKERMAN et al., 1980; van 

SOOLINGEN et al., 1997; ARANAZ et al., 1999; COUSINS et al., 2003; ALEXANDER 

et al., 2010; van INGEN et al., 2012; PARSONS et al., 2013). 

Mycobacterium bovis é uma bactéria intracelular (RODRIGUES et al., 2017), 

caracterizado como bacilo delgado, microaerófilo, que não possui motilidade, esporos 

ou cápsulas e possui de 1 a 4 µm de comprimento por 0,3 a 0,6 µm de largura 

(ROCHA, 2009). A estrutura da parede celular das micobactérias é complexa, 

contendo alto conteúdo de proteínas, lipídios e carboidratos e, devido ao conteúdo 

lipídico, apresenta a condição de álcool-ácido resistência (BAAR) (STROHL et al., 

2004). Desde que encontre condições favoráveis, este microrganismo pode sobreviver 

no meio ambiente por períodos de tempo acima de dois anos, além de apresentar 

resistência a diversos desinfetantes químicos, com exceção dos produtos que 

desnaturam proteínas como o fenol, formol e álcool (DUFFIELD & YOUNG, 1985; 

KICH et al., 2012).  
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2.2 Epidemiologia 

 

Antes mesmo da presença de sinais clínicos, o agente pode ser eliminado pela 

respiração, corrimento nasal, leite, fezes, urina e outros fluidos corporais, dependendo 

do órgão afetado. A ingestão de leite contaminado é a principal via de transmissão 

para animais jovens e também para o homem; já a transmissão transplacentária é 

considerada muito rara ou inexistente nos bovinos (O'REILLY & DABORN, 1995), 

pode ocorrer ainda a inalação ou deglutição do líquido amniótico infectado, levando 

ao desenvolvimento doença pulmonar ou de lesões nos intestinos ou nos linfonodos 

mesentéricos, respectivamente (MURAKAMI et al., 2009). Para que haja infecção por 

meio da via oral, a quantidade de bacilos existente precisa ser muito maior (cerca de 

10-20 milhões de bacilos), do que a requerida para via aerossol, na qual são 

necessários apenas 1 a 5 bacilos para causar a infecção (ALMEIDA et al., 2017). 

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, proporcionando 

maior eficiência nos programas de controle da enfermidade (CAZOLA et al., 2015). As 

técnicas de tipagem molecular ajudam a estratificar e refinar os dados, fornecendo 

informações que facilitam a ação epidemiológica, incluindo vigilância de doenças e 

estudos de surtos. Isso permite a identificação de padrões de transmissão e fatores 

de risco entre casos aparentemente díspares, bem como a identificação de rebanhos 

infectados por mais de uma cepa (SOUZA-FILHO et al., 2016).  

Almeida et al. (1997) relataram 1,33% de animais positivos nos municípios de 

Guaíba e Eldorado do Sul. Segundo Abrahão (2005), entre 1973 e 1975 ocorreu um 

surto da doença em um rebanho de gado de corte constituído por 1.832 animais, em 

criação extensiva, e provenientes de uma propriedade rural do Município de São 

Vicente do Sul, no qual 36,6% dos bovinos eram positivos. Poletto et al. (2004) 

realizaram o teste de tuberculina em fazendas leiteiras de Passo Fundo e estimaram 

uma prevalência de 3,84% nos rebanhos e de 1,51% nos animais adultos. Lucena et 

al. (2010) revisaram os relatórios de necropsia e os resultados do exame 

histopatológico realizado em 6.706 bovinos entre 1964 e 2008 e relataram 16,7% das 

lesões compatíveis com a tuberculose.  
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No período de 2005 a 2010, a ocorrência de tuberculose bovina nos animais 

abatidos totalizou 0,2% dos casos (MAZZUTTI et al., 2011). Um estudo sobre a 

ocorrência da bTB em 28 municípios da região do Alto Uruguai-RS, caracterizadas 

por sua produção leiteira, observou 52 animais reativos à tuberculina (1,04%) 

distribuídos em 0,34% das fazendas da região, sendo os municípios com maiores 

ocorrências: Severiano de Almeida, Erebango e Erechim, correspondendo a 0,97%, 

0,49% e 0,47%, respectivamente (MARTINS; MAROSO, 2012).  

Queiroz et al. (2016) estimaram a prevalência de rebanhos infectados por M. 

bovis em 2,8% e os resultados indicaram uma maior concentração de rebanhos 

infectados nas regiões ao norte do estado, as quais têm criações mistas entre corte e 

leite ou propriedades que possuem como atividade principal a produção leiteira. Em 

comparação com dados anteriormente pesquisados, o resultado foi estatisticamente 

igual aos estados da Bahia, Pernambuco, Paraná, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, 

Rondônia, Goiás e Distrito Federal, inferiores aos dos estados do Espírito Santo, 

Minas Gerais e São Paulo. 

Devido à maior aglomeração de animais durante a ordenha, os rebanhos leiteiros 

são mais vulneráveis à enfermidade (HUMBLET et al., 2009), assim como os rebanhos 

mistos. O risco de transmissão é maior, uma vez que aumenta a densidade 

populacional e o contato dos animais com o agente infeccioso (ALVAREZ et al., 2012). 

Além disso, os animais criados em fazendas leiteiras tendem a ser mais velhos que 

os animais dos rebanhos de corte, elevando a probabilidade de exposição ao bacilo 

(FERREIRA NETO et al., 2016). Os mesmos autores apontam que rebanhos com 

modos de produção mais sofisticados tendem a ser mais densos e seus animais mais 

estressados, favorecendo a transmissão da bTB. 

Poletto et al. (2004) apontam a variação nos resultados entre as regiões como 

causa de fatores como manejo, testes realizados em cada propriedade e, 

principalmente, a fonte de aquisição dos animais, que pode ser de áreas de risco, 

movimentando animais contaminados entre as regiões (CAZOLA et al., 2015). 

Na Argentina, a tuberculose bovina acomete aproximadamente 5% dos animais, 

particularmente o gado leiteiro (ZUMÁRRAGA et al., 2015) e a taxa de condenação 

de carcaças exibindo lesões compatíveis à bTB caiu de 6,7% para 0,7% entre 1969-

2011 (SHIMIZU et al., 2014;). A última triagem nacional para reatores purificados de 
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proteína derivada (PPD) foi realizada em 1972, portanto, a prevalência atual de 

reatores de PPD é desconhecida (SHIMIZU et al., 2014). Uma atualização dos 

programas de bTB nos países da América Latina e Caribe, apontou uma prevalência 

de 0,7% (0 a 2,8%) em 10 distritos do Paraguai (SANABRIA et al., 2017). O Chile é 

dividido em duas zonas: a zona de controle no Norte com 13,7% de prevalência e a 

zona de erradicação no Sul com 0,34% de prevalência (ZUMÁRRAGA et al., 2013). 

 

2.3 Patogenia 

 

O bacilo possui amplo espectro de patogenicidade (SOUZA-FILHO et al., 2016) 

em relação a espécies domésticas, como cães, gatos, cabras, ovelhas e porcos 

(BROUGHAN et al., 2013) e silvestres, como búfalos, cervos e texugos (PALMER, 

2013). Nos animais a forma clínica da tuberculose depende da rota de infecção do 

bacilo. Grande parte das infecções ocorre pela via respiratória, por meio da inalação 

de aerossóis contaminados (LEONARDI, 2013). Sua propagação independe de raça, 

sexo ou idade do hospedeiro (LOPES FILHO, 2010) e os animais enfermos são a 

principal fonte de infecção para o rebanho.  

Nos animais, a forma clínica da tuberculose é dependente de sua rota de 

infecção, sendo a via respiratória a mais comum. Quando a infecção se dá pelo trato 

respiratório, o pulmão é o órgão primeiramente atingido, assim como os linfonodos 

regionais. Já quando a infecção é pela via digestiva, a lesão se dá principalmente nos 

linfonodos faríngeos e mesentéricos. No entanto, pode atingir praticamente todos os 

órgãos quando há generalização do processo (RODRIGUES et al., 2008).  

A infecção ocorre por meio da inalação de aerossóis, que chegam até os 

espaços alveolares dos pulmões, local onde serão fagocitados pelas células atuantes 

no sistema imunológico (ALMEIDA et al., 2017). Ao atingir o alvéolo, o bacilo é 

capturado por macrófagos, e o seu destino determinado pelos fatores virulência do 

microrganismo, carga infectante e resistência do hospedeiro. Caso o organismo não 

consiga destruir os bacilos, estes irão multiplicar-se no interior dos macrófagos. 

Quando cessa essa multiplicação, cerca de 2 a 3 semanas após o contato com o 

agente infeccioso, ocorre a resposta imune mediada por células e reação de 

hipersensibilidade tardia (RODRIGUES et al., 2008). Murakami et al. (2009) 
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apresentam que o sucesso da eliminação das micobactérias depende das atividades 

bactericidas dos macrófagos infectados. Quando os macrófagos infectados morrem, 

os bacilos liberados são novamente fagocitados por macrófagos adjacentes e essa 

habilidade dos macrófagos em inativar as micobactérias somente é melhorada após 

o desenvolvimento de uma hipersensibilidade tardia, acionada pelos antígenos 

bacterianos. 

Nessa fase, o hospedeiro destrói seus próprios tecidos por meio da necrose de 

caseificação, para conter o crescimento intracelular das micobactérias. Com mediação 

dos linfócitos T, ocorre a migração de novas células de defesa, culminando com a 

formação de granulomas. Os bacilos da lesão tuberculosa propagam-se ao linfonodo 

satélite, onde desencadeiam a formação de novo granuloma, constituindo o complexo 

primário (RODRIGUES et al., 2008). 

A resposta imune dos bovinos durante a infecção por M. bovis é complexa e 

dinâmica, envolvendo uma variedade de eventos celulares, resultando em 

apresentações clínicas e patológicas marcadamente diferenciadas de forma individual 

nos animais (NEILL et al., 2001). Os efeitos da resposta imune específica resultam 

em lesões variando desde infecções autolimitantes até doença sistêmica grave. 

 

2.4 Importância econômica da tuberculose bovina 

 

A tuberculose bovina possui distribuição mundial, concentrando-se 

principalmente em países em desenvolvimento e em criações intensivas, como em 

bovinos leiteiros. De acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e 

Estatística, o efetivo brasileiro de bovinos, no ano de 2016, foi de 218,23 milhões de 

cabeças, representando um aumento de 1,4% em comparação com o ano anterior 

(BRASIL, 2017).  

Para os pecuaristas, a patologia gera consequências financeiras desastrosas. A 

importância econômica atribuída à doença está baseada nas perdas resultantes do 

sacrifício de animais, da queda no ganho de peso, da diminuição da produção de leite, 

do descarte precoce, muitas vezes de animais de alto valor zootécnico e da 
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condenação de carcaças no abate. (HOMEM et al., 2016). Além disso, a enfermidade 

é uma barreira comercial para a exportação de carne bovina brasileira (MAPA, 2017). 

A introdução e a manutenção da patologia no plantel são influenciadas por 

características como tipo de exploração, densidade populacional e práticas 

zootécnicas e sanitárias de cada unidade de criação. Conforme apresentado no 

Manual Técnico do PNCEBT, a tuberculose, por não apresentar sinais clínicos 

alarmantes, como o aborto, não recebe a devida atenção de criadores e autoridades 

sanitárias. Desta maneira, a prevalência no rebanho se eleva, até que o pecuarista 

seja alertado sobre a enfermidade (BRASIL, 2006).  

 

2.5 Importância da tuberculose bovina como zoonose 

 

A tuberculose bovina possui elevada importância devido aos prejuízos 

econômicos que acarreta, além de promover preocupação com a saúde pública, uma 

vez que é zoonose diretamente relacionada aos profissionais que mantêm contato 

com animais (MARTINS; MAROSO, 2012).  

Em áreas endêmicas, onde a bTB e a tuberculose humana coexistem, a 

diferenciação entre M. bovis e M. tuberculosis é importante no monitoramento da 

dispersão de M. bovis entre os bovinos e consequentemente para os seres humanos 

(MURAKAMI et al., 2009). A infecção humana por M. bovis representa uma pequena 

proporção (0,5 a 7,2%) de todos os pacientes com diagnóstico confirmado 

bacteriologicamente de tuberculose (de la RUA-DOMENECH, 2006). Conforme 

afirmam Almeida et al. (2017), os casos em humanos ocorrem devido ao crescimento 

populacional de bovinos, fatores como condições climáticas, educacionais, 

institucionais, populacionais e precarização das atividades agropecuárias, 

favorecendo a zoonose como fonte de infecção das populações animais e humanas. 

A patogênese da bTB não é tão bem entendida quanto a apresentada pela 

doença humana. Em relação àquela causada por M. bovis em seres humanos, ela é 

clínica e patologicamente indistinguível da doença causada por M. tuberculosis (de la 

RUA-DOMENECH, 2006). A tuberculose humana é causada principalmente por M. 

tuberculosis, mas a infecção por M. bovis foi relatada e representa um problema de 

saúde pública (COSIVI et al., 1998; SMITH et al., 2006). A tuberculose humana 
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causada por M. bovis está associada à exposição ocupacional, inalação de aerossóis 

e contato com carcaças. Estes grupos que trabalham com bovinos infectados podem 

desenvolver a doença mais provavelmente na forma pulmonar (ALMEIDA et al., 2017). 

Outra rota de infecção é a via digestiva, devido à ingestão de leite contaminado 

(ROXO, 1997). A incidência varia de forma regional, dependendo principalmente da 

prevalência de rebanhos infectados e da aplicação de medidas preventivas 

(QUEIROZ et al., 2016). 

O bacilo da tuberculose tem como característica alta resistência e, com isso, 

permanece viável em estábulo cerca de dois anos, até um ano na água e dez meses 

em produtos contaminados de origem animal (BIANCHINI; RODRIGUES, 2008). A 

maioria dos produtores do Brasil se encontra em propriedades de pequeno e médio 

porte e realiza tarefas de manejo, produção, abate, consumo e comercialização de 

produtos de maneira familiar fazendo com que a exposição ao agente transmissor se 

torne eminente. Müller et al. (2013) apontam que as taxas de incidência da zoonose 

são geralmente baixas a nível mundial, mas os dados disponíveis geram crescente 

preocupação com as consequências dessa doença em alguns grupos populacionais 

e ambientes.  

Em um hospital de Buenos Aires, um estudo realizado por Cordova et al. (2012) 

encontrou elevados níveis (93%) de exposições zoonóticas típicas para M. bovis entre 

pacientes diagnosticados com bTB, destacando a exposição ocupacional (65%), 

histórico de vida em áreas rurais (31%) e consumo de leite cru (4%). Silva et al. (2018) 

realizaram estudos com 189 pacientes de Juiz de Fora (MG), sendo 97,4% moradores 

de área urbana, e encontraram 98,4% (186) infectados apenas por M. tuberculosis e 

1,6% (3) infectados por M. bovis além de M. tuberculosis, destacando também a 

exposição ocupacional e consumo de lácteos não pasteurizados. 

No entanto, bovinos não são a única fonte de M. bovis. Seres humanos têm sido 

infectados por contato com outras espécies animais e até mesmo humanos com 

tuberculose ativa, devida à M. bovis, podem infectar novamente os bovinos em contato 

próximo, pela via respiratória (GRANGE et al., 2001). Zumárraga et al. (2012) 

relataram a primeira transmissão de M. bovis multi-droga-resistente entre humanos 

na Argentina e demonstram a importância da aplicação de estratégias moleculares 

para identificar pacientes infectados com M. bovis, especialmente em regiões com alta 

prevalência de bTB.  
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Devido à similaridade entre M.bovis e M. tuberculosis na apresentação clínica, 

tratamento e prognóstico da infecção no homem, falhas na tentativa de diferenciação 

entre estas micobactérias pelos laboratórios são comuns. A distinção errônea desses 

bacilos induz a falsa impressão de que medidas de controle para os bovinos foram 

suficientes para se considerar a doença humana por M. bovis quase extinta em muitos 

países desenvolvidos (NEGRI FILHO et al., 2014).  

 

2.6 Diagnóstico e controle da tuberculose bovina 

 

Para a elaboração de estratégias de controle e erradicação da doença, é 

fundamental haver o conhecimento da frequência das doenças, dos fatores que 

condicionam sua presença e possibilitam sua difusão (MARTINS; MAROSO, 2012). 

Como forma de controlar a tuberculose bovina, o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) instituiu em 2001 e atualizou em 2017, o Programa 

Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), 

que em seu Regulamento Técnico apresenta diretrizes para reduzir a incidência da 

tuberculose (BRASIL, 2017). Como o nome indica, o programa objetiva diminuir o 

impacto negativo destas zoonoses na saúde comunitária e promover a 

competitividade da pecuária nacional (ABRAHÃO et al., 2005), além de visar o 

envolvimento do setor produtivo e suas comunidades, o setor industrial e os 

consumidores e os médicos veterinários que fazem parte do setor privado. Suas 

normas e procedimentos de controle da tuberculose, do Programa, estão 

regulamentados em nível nacional (BRASIL, 2001). 

Em vários países, os programas de controle da bTB envolvem a detecção e o 

descarte de animais infectados com base no teste intradérmico, que mede a reação 

de a hipersensibilidade tardia provocada pela inoculação do antígeno micobacteriano 

(PPD) (RODRIGUES et al., 2017). Medidas de controle da bTB, baseadas na 

vigilância em matadouros, política de teste e abate e notificação de doenças foram 

intensificadas nas últimas décadas nos países da América do Sul, notadamente na 

Argentina, Brasil, Chile e Uruguai (SILVA et al., 2018). As maneiras específicas de 

controle baseiam-se em medidas educativas de informar a população, buscar o 

diagnóstico precoce e tratamento adequado. Em áreas rurais, deve ser feito controle 
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sanitário dos rebanhos com eliminação do gado contaminado e aqueles tuberculina-

positivos, além da fiscalização sanitária de produtos, garantindo principalmente a 

pasteurização (BRASIL, 2006). A erradicação de M. bovis no gado e a pasteurização 

de produtos lácteos são os pilares da prevenção da tuberculose zoonótica (SILVA et 

al., 2018). 

 

2.6.1 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da patologia pode ser realizado de maneira direta ou indireta. A 

forma direta está baseada na detecção e identificação do agente etiológico no material 

biológico, que pode ser por microscopia direta (baciloscopia de tecidos) para pesquisa 

de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) e coloração de Ziehl-Neelsen (CORRÊA, 

2011) ou isolamento em meios de cultura (BERG et al., 2009), sendo este último 

recomendado pela Organização Mundial da Saúde Animal como método padrão ouro 

de identificação (OIE, 2009). O diagnóstico indireto é realizado por meio de resposta 

imune do hospedeiro, podendo ser humoral, quando há produção de anticorpos 

circulantes, ou celular, medida por células de defesa do organismo.  

O teste tuberculínico é uma resposta de hipersensibilidade tardia mediada por 

linfócitos T sensibilizados, em indivíduos previamente expostos ao bacilo tuberculoso. 

É feito a partir de cultivos antigênicos de Mycobacterium sp. purificados ou PPD 

(Purified Protein Derivative) e para sua realização são necessários PPD bovino e/ou 

PPD aviário, conforme o teste a ser realizado (ANDREWS et al., 2008; BRASIL, 2017). 

Conforme preconizado pelo PNCEBT, a inoculação deve ser intradérmica em bovinos 

com idade igual ou superior a seis semanas e em três diferentes modalidades: 

 O Teste da Prega Caudal (TPC): empregado somente no gado de corte 

e desde que o animal não seja destinado à reprodução. Neste, a PPD bovina será 

inoculada na dosagem de 0,1 mL, seis a dez centímetros da base da cauda. Os 

animais reagentes poderão ser submetidos a Teste Cervical Comparativo, com o 

intuito de ser confirmatório.  

 O Teste Cervical Simples (TCS): realizado no gado leiteiro com 

inoculação de 0,1 mL de PPD bovina na região cervical ou escapular. Animais que 
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apresentarem diagnóstico inconclusivo ou positivo poderão ser submetidos 

novamente ao Teste Cervical Comparativo.  

 O Teste Cervical Comparativo (TCC): no qual há aplicação simultânea 

de PPD bovino e aviário, na dosagem de 0,1 mL, na região cervical ou escapular de 

posição cranial para PPD aviário e caudal o PPD bovino. Este teste pode ser utilizado 

como teste de rotina ou teste confirmatório em animais reagentes aos dois testes 

anteriores. Animais inconclusivos ao teste poderão ser submetidos a um segundo 

teste cervical comparativo (BRASIL, 2017). 

Após 72 horas, os animais positivos apresentarão edemas progressivos, 

devendo então ser descartado. Animais reagentes positivos deverão ser isolados do 

rebanho, afastados da produção leiteira e abatidos em estabelecimentos sob serviço 

de inspeção oficial e, no caso de impossibilidade do abate sanitário os animais serão 

submetidos à eutanásia na propriedade (BRASIL, 2017). O diagnóstico da tuberculose 

pela tuberculinização intradérmica tem representado um papel fundamental em 

programas de erradicação (MURAKAMI et al., 2009; OIE, 2009). 

Além destes métodos amplamente utilizados, os constantes avanços da biologia 

molecular e conhecimentos sobre a imunidade contra as micobactérias promoveram 

a descoberta de novos diagnósticos. Dentre estes estão as técnicas de biologia 

molecular, tais como PCR, RFLP e espoligotipagem (KICH et al., 2012).  

 

2.6.1.1 Métodos moleculares para o diagnóstico da tuberculose bovina 

 

2.6.1.1.1 Reação em cadeia da polimerase (PCR) 

 

A técnica, desenvolvida pelo químico americano Kary Mullis no ano de 1983 

(OLIVEIRA, 2010), possibilita que determinada região do genoma de qualquer 

organismo seja multiplicada em milhões de cópias, possui alta sensibilidade e 

especificidade, apresenta facilidade na execução e a possibilidade de amplificação 

simultânea do fragmento in vitro (MAPA, 2007; ROSÁRIO et al., 2014).  

A PCR é considerada como uma opção atrativa para estudos epidemiológicos e 

caracterização de microrganismos causadores de doenças (MAPA, 2007). Em poucas 
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horas podem ser amplificadas pequenas quantidades de material genético, o que 

revolucionou várias áreas, tais como a biologia molecular e a patologia (OLIVEIRA, 

2010). Porém, além de ser uma alternativa de diagnóstico rápida e específica para os 

métodos diretos, é uma técnica muito sensível (ROSÁRIO et al., 2014).  

 

2.6.1.1.2 Espoligotipagem  

 

Método desenvolvido por Kamerbeek et al. (1997), utiliza a PCR para amplificar 

sequências conservadas e conhecidas de DNA em um locus cromossômico particular, 

onde estão localizadas inúmeras regiões de repetição direta (DR), exclusivo no 

genoma de micobactérias do CMT, para detectar a presença ou ausência de 

espaçadores (Figura 2) (KAMERBEEK et al., 1997; CAZOLA et al., 2015).  

Apresenta-se como uma técnica rápida, de simples desenvolvimento e de alta 

sensibilidade, detectando e diferenciando simultaneamente as cepas, permitindo 

aumentar o entendimento da disseminação da doença (KAMERBEEK et al., 1997). 

A partir da amplificação da região DR de uma determinada cepa, a 

espoligotipagem (do inglês spoligotyping) detecta a presença ou ausência dos 

espaçadores de sequência conhecida, que por meio dos iniciadores utilizados na 

sequência DR, amplifica os espaçadores entre os alvos (Figura 3) (KAMERBEEK et 

al, 1997). A detecção é feita pela hibridação dos espaçadores em uma membrana, 

usando minibloter. 

Para cada subespécie alguns espaçadores estão sempre ausentes, o que 

permite sua diferenciação. No caso de M. bovis, os espaçadores ausentes são 3, 9, 

16 e 39-43 (KAMERBEEK et al., 1997). 

Além de detectar e discriminar espécies do CMT, a espoligotipagem 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).  
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Figura 2: Estrutura do locus DR no genoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv e 
Mycobacterium bovis BCG que contém 48 e 41 DRs respectivamente, intercalados com 
espaçadores de DNA não repetitivos que variam de 35 a 41 pares de bases (pb) de 
comprimento. Fonte: KAMERBEEK et al. (1997). 

 

 

 

Figura 3: Padrões de hibridação (espoligotipos) de DNAs micobacterianos amplificados. 
Fonte: KAMERBEEK et al. (1997). 
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2.7 Importância dos testes de genotipagem 

 

O avanço da biologia molecular, juntamente com a globalização da economia e 

a pressão de mercados importadores acerca de um diagnóstico definitivo para os 

animais com lesões sugestivas à bTB estimulou o desenvolvimento de técnicas de 

diagnóstico molecular para o conhecimento da patologia (ARAÚJO et al., 2014; 

PATANÉ et al., 2017). As técnicas de tipagem molecular ajudam a estratificar e refinar 

os dados, fornecendo informações que facilitam a ação epidemiológica, incluindo 

vigilância de doenças e estudos de surtos (SOUZA-FILHO et al., 2016). Métodos como 

espoligotipagem, Unidades Repetitivas Intercaladas Micobacterianas em Repetição 

em Tandem do Número Variável (MIRU-VNTR) e Sequências Exatas em Tandem 

(ETR) auxiliam na identificação e discriminação das espécies, possibilitando estudos 

epidemiológicos (ROCHA, 2009). 

As espécies do Complexo M. tuberculosis são genomicamente muito similares, 

com mais de 99,9% de identidade entre seus nucleotídeos (BROSCH et al., 2002; 

(THOEN et al., 2006), diferindo entre si quanto à epidemiologia. Em razão da 

proximidade genética das subespécies do complexo, existe um grau de polimorfismo 

de DNA associado ao DNA repetitivo como: sequência de inserção (IS) e sequências 

curtas de DNA repetitivo (DR) (BASSO, 2006). Pandolfi et al. (2007) explicam que 

estas espécies possuem uma sequência de inserção exclusiva em seu cromossomo 

identificada como IS6110, de 1.355 pares de base.  

Embora as culturas bacteriológicas sejam um método confiável e definitivo para 

detectar CMT, elas requerem uma quantidade significativa de tempo (até 90 dias) 

porque os membros desse complexo crescem lentamente quando comparados aos 

padrões bacteriológicos gerais (ARAÚJO et al., 2014). 

Kich et al. (2012) desenvolveram um estudo sobre a presença de M. bovis em 

amostras de leite bovino in natura na região do Vale do Taquari e constataram que os 

métodos moleculares são uma excelente alternativa para a redução do tempo 

necessário para a identificação da M. bovis. Os autores relatam a PCR como uma 

metodologia de alta especificidade e sensibilidade, sendo capaz de detectar 

quantidades muito pequenas de bacilos vivos ou mortos na amostra. A técnica da 

reação em cadeia da polimerase consiste na reprodução, in vitro, do processo de 
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duplicação do DNA (ácido desoxirribonucleico), de forma a obter-se quantidades 

consideráveis do DNA de interesse, sendo possível a sua identificação. É considerada 

uma ferramenta útil na caracterização epidemiológica de animais infectados em áreas 

consideradas de alto risco de transmissão de M. bovis (KICH et al., 2012). A aplicação 

da PCR utiliza baixa quantidade de DNA como alvo para tipagem e é de fácil 

execução, possui menor custo e possibilita o uso de espécimes clínicos diversos 

(FURLANETO et al., 2013) 

O estudo molecular utiliza técnicas como Polimorfismo no Comprimento do 

Fragmento de Restrição (RFLP), Tipagem de Oligonucleotídeos Espaçadores 

(Spoligotyping) e Unidade Repetitiva Intercalada Micobacteriana (MIRU). O emprego 

destes métodos revolucionou a compreensão acerca da patologia (MALASPINA, 

2009).  

O método de tipagem denominado Unidade Repetitiva Intercalada 

Micobacteriana (MIRU) é rápido e reprodutível, permitindo a geração de genótipos 

baseados no estudo de locus com repetições tandem numéricas variáveis (VNTRs) 

do CMT. O método compara as linhagens em diferentes áreas geográficas, 

possibilitando o rastreamento da disseminação, possibilitando a análise de um grande 

número de amostras e a identificação de focos de disseminação dentro de uma 

população. Isso fornece dados para o controle da doença (SOUZA-FILHO et al., 

2016). Os mesmos autores, ao estudarem os perfis genéticos de M. bovis, afirmam 

que a aplicação da técnica de epidemiologia molecular MIRU-VNTR a isolados obtidos 

de um rebanho infectado com bTB no estado do Rio Grande do Sul demonstra a 

diversidade genética entre as cepas em circulação e também apontam que a presença 

de diferentes genótipos no mesmo rebanho pode ter a influência de animais de 

estimação ou de diferentes fontes de infecção intrarrebanho. 

Dentre as técnicas de genotipagem descritas, a RFLP utiliza o elemento de 

inserção IS6110 para análise de polimorfismo (BASSO, 2006) e, de acordo com 

Borges et al. (2004), é o método de genotipagem amplamente utilizado para 

diferenciação de cepas de M. tuberculosis. Apesar da padronização, os perfis de 

RFLP são difíceis de comparar entre os laboratórios, dificultando os estudos globais 

de base populacional, além de a variabilidade genética do bacilo ser crescente, 

indicando a necessidade de outra metodologia (SOLA et al., 2003). Assim sendo, para 
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complementar a RFLP, surge a espoligotipagem, técnica desenvolvida por Kamerbeek 

et al. (1997). 

A espoligotipagem é uma metodologia fundamentada na amplificação por PCR 

de uma região de repetições diretas polimórficas (Direct Repeat - DR), em um locus 

cromossômico particular, que está presente de forma exclusiva nas bactérias do CMT 

(KAMERBEEK et al., 1997). O genótipo resultante possui um formato binário simples, 

que favoreceu a construção de bancos de dados com a finalidade de facilitar o 

reconhecimento da origem de um determinado isolado clínico (SOLA et al., 2003; 

STREICHER et al., 2007). 

Conforme apontam Zumárraga et al. (2013), as lesões identificadas no abate são 

enviadas para análise microbiológica e, em alguns casos, a técnica de 

espoligotipagem é solicitada, de maneira a conhecer a epidemiologia do CMT. A 

detecção dos genótipos em determinada localização geográfica fornece informações 

sobre a dinâmica de transmissão do CMT e, dessa forma, contribui para elaboração 

de estratégias para o controle da tuberculose (BASSO, 2006; PANDOLFI et al., 2007). 

A possibilidade de caracterização genética e demográfica colaborou com o melhor 

entendimento sobre a distribuição da doença, o esclarecimento das transmissões e 

das contaminações cruzadas (FURLANETO et al., 2013). 

Zumárraga et al. (2013) realizaram um levantamento sobre a diversidade de 

espoligotipos de M. bovis na América Latina e concluíram que existem agrupamentos 

ou clusters encontrados em diferentes regiões geográficas. O espoligotipo SB0140, 

por exemplo, identificado na Argentina e Chile, é comumente encontrado na Irlanda, 

Reino Unido, Nova Zelândia e Austrália. Já SB0121 é referenciado no Brasil e México 

e o SB1862 encontra-se mais frequentemente na Venezuela. Esses dados colhidos 

sugerem importação de animais entre os países que possuem igualdade de clusters, 

sem que houvesse controle sanitário dos mesmos. 

Rocha (2009) analisou 116 isolados de M. bovis provenientes de focos de 

tuberculose bovina no estado de São Paulo e encontrou como espoligotipo majoritário 

o SB0295, seguido pelo SB0121. Em menores proporções apareceram SB0120, 

SB0140 e SB0881. Silva et al. (2010) realizaram espoligotipagem em lesões 

pulmonares e de linfonodos mediastínicos de 43 animais abatidos na região 

metropolitana de Salvador e encontraram os espoligotipos SB1055, SB0120 e 
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SB0268. Cazola et al. (2015) por meio de avaliação de tecidos com lesões sugestivas 

a tuberculose de 13 bovinos, observaram uma diversidade genética entre os 

espoligotipos encontrados em diferentes municípios de Mato Grosso do Sul e 

identificaram os espoligotipos SB0121, SB1145, SB0881 e SB0140. 

Parreiras et al. (2012) realizaram espoligotipagem em 61 isolados de amostras 

de tecido de bovinos com lesões sugestivas de bTB coletadas pós abate e os 

espoligotipos mais frequentemente observados foram SB0295 e SB0121, seguidos 

por outros 15 espoligotipos (SB0120, SB0881, SB0274, SB1802, SB0134, SB1055, 

SB1145, SB1806, SB0332, SB1803, SB1033, SB0337, SB0267, SB0484 e SB1136). 

Os autores observaram os padrões de espoligotipos mais frequentes sendo 

semelhantes aos da linhagem BCG (SB0120), diferindo apenas da linhagem original 

pela perda do espaçador 21 (SB0121) ou dos espaçadores 21 e 37 (SB0295). 

Ramos et al. (2014) avaliaram amostras de linfonodo coletadas de vacas leiteiras 

adultas Holandesas em um abate sanitário, de uma única fazenda, em um frigorífico 

em Capão do Leão, RS. Entre os 85 isolados de M. bovis foram identificados com 

maior frequência os padrões SB0121 e SB0119.  



20 

 

 

 

 

3. JUSTIFICATIVA 

 

 

A disseminação de diversos microrganismos patogênicos de relevância 

econômica e sanitária para a bovinocultura foi facilitada por meio do aumento da 

concentração de bovinos por propriedade, a introdução de material genético 

proveniente de outros países e a alteração do manejo sanitário e reprodutivo 

(POLETTO et al., 2004). 

A tuberculose causada por M. bovis apresenta grande importância para saúde 

pública, saúde e produção animal. É crescente a necessidade de desenvolvimento de 

métodos mais eficazes de diagnóstico, prevenção, controle e erradicação da 

tuberculose bovina (MURAKAMI et al., 2009). Sua caracterização molecular visa 

elucidar aspectos acerca da transmissão. O Rio Grande do Sul é um estado com 

elevada importância na produção brasileira e, de janeiro a julho de 2018, foi 

responsável pelo abate de 449.148 cabeças (ABIEC, 2018), além de fazer fronteira 

internacional com Uruguai ao sul e Argentina a oeste e estes serem países onde 

também há focos da enfermidade. Desta forma, a genotipagem de isolados de M. 

bovis deste estado dará maiores subsídios para o controle da bTB, acelerando a 

redução de sua prevalência e colaborando com futuras políticas de erradicação da 

enfermidade. 
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4. OBJETIVO 

 

 

Objetivo geral 

Investigar a diversidade genética de cepas de Mycobacterium bovis, isoladas a 

partir de tecidos de bovinos do estado do Rio Grande do Sul, por meio da técnica de 

espoligotipagem 

 

Objetivo específico 

 Isolar M. bovis a partir de tecidos de bovinos, provenientes de rebanhos 

infectados da microrregião de Lajeado-Estrela, estado do Rio Grande do Sul,  

 Confirmar M. bovis pela técnica de PCR convencional, a partir dos isolados no 

cultivo micobacteriano; 

 Caracterizar e analisar a diversidade genética dos isolados de M. bovis pela 

técnica de espoligotipagem.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

5.1 Obtenção de material 

 

Foram obtidas amostras colhidas por meio de necropsia de tecidos de glândulas 

mamárias e pulmonares e linfonodos retrofaríngeos, intramamários, pulmonares e 

mesentéricos, com ou sem lesões macroscópicas sugestivas de tuberculose (LST), 

provenientes de abatedouros-frigoríficos, sob Serviço de Inspeção Estadual (SIE) ou 

Federal (SIF), de três rebanhos leiteiros dos municípios de Arroio do Meio e Bom 

Retiro do Sul, na microrregião de Lajeado-Estrela, Rio Grande do Sul (Figura 4). Estes 

animais foram abatidos objetivando realizar o vazio sanitário dos rebanhos aos quais 

pertenciam, em decorrência de surto de bTB. Desta forma, não houve abate de 

bovinos exclusivamente para estudo, mas para atender a legislação do PNCEBT 

(abate sanitário). 

Todos os animais eram da raça Holandesa e mantidos em sistema semi-

intensivo. Dois dos três rebanhos estudados estavam acreditados como livres de TB: 

rebanho A desde 2010 e rebanho B desde 2013. O rebanho C não era credenciado. 

No ano de 2014, o teste intradérmico de rotina resultou na detecção de animais 

positivos nos três rebanhos, que foram abatidos e em 2015, os três rebanhos foram 

despovoados, totalizando 53 animais abatidos. 

As amostras foram acondicionadas em embalagem estéril, identificadas com o 

número de Guia de Trânsito Animal (GTA) e transportadas sob refrigeração, com 

destino ao Laboratório de Imunologia Animal da Embrapa Gado de Corte, situada em 

Campo Grande – MS, para posterior análise. 
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Figura 4: Microrregião Lajeado-Estrela, Rio Grande do Sul, Brasil. 

 

5.2 Preparo e cultivo das amostras 

 

Cultura e identificação de Mycobacterium bovis 

Amostras de tecido foram mantidas congeladas a -30°C até o processamento. 

Uma porção (entre 10 e 25 mg) da amostra de cada tecido foi macerada em placa de 

Petri até que reduzisse de tamanho e o produto da maceração foi colocado em um 

tubo com esferas de cerâmica (MagNa Lyser Green Beads - Roche Life Science), com 

1,5mL de água destilada estéril e homogeneizando-os por um sistema mecânico de 

maceração em aparelho de rotação MagNa Lyser (Roche Diagnostic GmbH). 

Posteriormente foram descontaminados usando o método de Petroff (MAKOVCOVA 

et al., 2015), centrifugados durante 15 minutos a 3.000 rpm e cultivados em meio 
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Stonebrink. Na sequência foram incubados em 37ºC e, para avaliar o crescimento 

bacteriano, sendo analisados semanalmente durante um período de até 90 dias. 

As colônias com características positivas de M. bovis foram submetidas à 

extração de DNA genômico. 

 

Extração de DNA 

As 40 amostras que apresentaram crescimento no meio de cultivo foram 

submetidas à extração de DNA. As colônias foram lavadas com 500 μL de tampão 

Tris-EDTA em microtubos e inativadas durante 1 hora a 87ºC, e centrifugadas durante 

2 minutos a 1.4000 rpm, e o sobrenadante transferido para outro microtubo. Após a 

extração, as amostras foram analisadas em espectrofotômetro NanoDrop 1000 

(Thermo Scientific). Em seguida, as amostras de DNA foram armazenadas a -20ºC 

para sua conservação até a realização das técnicas de PCR e espoligotipagem. 

 

Técnica de PCR  

Colônias sugestivas de M. bovis foram submetidas à PCR convencional com os 

iniciadores Mb.400, que amplificam um fragmento com 400 pares de bases 

flanqueando a região de diferenciação 4 (RD4), que está ausente nesta espécie, mas 

presente em todos os outros membros do CMT (Sales et al., 2014). 

A amplificação utilizou os primers Mb.400.F5’AACGCGACGACCTCATATTC3’ e 

Mb.400.R 5’AAGGCGAACAGATTCAGCAT3’ (SALES et al., 2014), utilizando 25 μL 

da solução preparada da seguinte maneira: 

 18,0 μL de água ultrapura tipo I 

 2,5 μL de tampão 10X (tris−HCl 10 mM, KCl 500 mM, MgCl2 15 mM) 

 2,0 μL de amostras de DNA (10 ng) 

 0,5 μL de primer forward (10 μMol) 

 0,5 μL de primer reverse (10 μMol) 

 0,5 μL de oligonucleotídeos (dNTP) (20 mM) 

 0,25 μL de TaqMan (5U/μL) 
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As amostras foram incubadas em termociclador Bio-Rad Thermal Cycles (Life 

Science), seguindo as condições cíclicas de desnaturação inicial de 95ºC por 5 

minutos, 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 30 segundos, anelamento a 56ºC por 

30 segundos, extensão a 72ºC por 30 segundos; e extensão final a 72ºC por 5 min. 

Os produtos amplificados pela técnica foram corados com Gel Red, submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

5.3 Genotipagem das micobactérias – Espoligotipagem 

 

As micobactérias foram genotipadas por espoligotipagem, de acordo com a 

metodologia padrão descrita por Kamerbeek et al. (1997) 

Para que fosse amplificada a região DR, utilizou-se a mistura de reação para a 

PCR no volume final de 50 μL, contendo: 

 0,2 mM de cada dNTP (10mM de Tris-HCl, pH 8.0; 50 mM KCl) 

 1,5 mM MgCl2 

 20 pmol de cada um dos primers (DRa, marcado com biotina e DRb)  

 1 U de Taq DNA polimerase 

 10 ng de DNA 

A PCR ocorreu em ciclagem de temperatura de tal maneira: desnaturação inicial 

de 96ºC durante 3 minutos, 20 ciclos a 96ºC durante 1 minuto, 20 ciclos a 55ºC durante 

1 minuto e 20 ciclos a 30 segundos a 72ºC, seguidos da extensão a 75ºC durante 5 

minutos. 

Como controle positivo, foram utilizadas cepas M. tuberculosis H37Rv e M. bovis 

BCG e como controle negativo, água ultrapura. 

A hibridação dos produtos da PCR foi realizada em uma membrana de nylon 

contendo 43 oligonucleotídeos, correspondentes às sequências espaçadoras da 

região DR e posteriormente incubado com conjugado de estreptavidina-peroxidase e 

líquido de detecção ECL. Os espaçadores foram visualizados por detecção de 

quimioluminescência melhorada e os padrões encontrados foram analisados 

comparando com aqueles já descritos na base de dados (http://www.mbovis.org). 
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Como resultado obtiveram-se os números SB de único padrão, que indicaram a 

origem do genótipo detectado nas amostras estudadas. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Das 53 lesões sugestivas e bTB, 40 (75,5%) apresentaram colônias com 

morfologia compatível com M. bovis pelo cultivo bacteriológico. Todas as colônias 

sugestivas foram confirmadas por PCR convencional. Utilizando a técnica de 

espoligotipagem foi possível identificar polimorfismo entre os isolados, fator 

importante a ser considerado na epidemiologia da tuberculose bovina no estado do 

Rio Grande do Sul. O espoligotipo de maior frequência no estudo, foi o SB0121, com 

32 isolados (80%), seguido pelo SB0295, observado em 6 isolados (15%) e os dois 

outros, com apenas um isolado cada (2,5%), foram SB1683 e um padrão não 

identificado anteriormente, apresentados na tabela 1. 

O espoligotipo SB0121, maior frequência, é considerado como majoritário em 

países como Espanha, México e Portugal (ARANAZ et al., 1996; DUARTE et al., 2008; 

RODRÍGUEZ et al., 2010). Possui ampla distribuição no Brasil, Bélgica, França e 

Venezuela, bem como em países que são fortemente envolvidos no comércio de gado 

com estes (ZUMARRAGA et al., 1999; HADDAD et al., 2001; RODRIGUEZ et al., 

2004; ZANINI et al., 2005; COSTA et al., 2010; PARREIRAS et al., 2012; 

ZUMARRAGA et al., 2013). Além do SB0121, existe um outro grupo dominante quanto 

à diversidade de espoligotipos, que é o grupo SB0120, também denominado BCG-

like, que possui grande diversidade de hospedeiros, pois, além de bovinos, já foi 

isolado de cabras, ovelhas, suínos, animais silvestres e infectando até mesmo 

humanos (HADDAD et al. (2001). A diferença entre os dois é que SB0121, difere da 

estirpe original (SB0120) apenas pela perda do espaçador 21. 

Cazola et al. (2015) observaram uma diversidade genética entre os espoligotipos 

encontrados em diferentes municípios de Mato Grosso do Sul, porém o perfil 



28 

predominante foi o SB0121. Esse mesmo espoligotipo já havia sido identificado no 

estado de São Paulo (RODRIGUEZ et al, 2004; ROCHA et al., 2013), Minas Gerais, 

Mato Grosso do Sul e Paraíba (PARREIRAS et al., 2012).  

O perfil SB0295, caracterizado pela perda dos espaçadores 21 e 37, foi descrito 

anteriormente na Holanda (HADDAD et al., 2001), Brasil (RODRIGUEZ et al., 2004; 

ZANINI et al., 2005), Portugal (DUARTE et al., 2008) e Espanha (RODRÍGUEZ et al., 

2010). No Brasil, esse espoligotipo foi identificado em diferentes estados, sendo eles 

Minas Gerais, São Paulo e Rio Grande do Sul. O perfil SB1683 foi descrito na Espanha 

(mbovis.org). Além destes, foi encontrado um BAAR desconhecido, não identificado 

anteriormente, caracterizado pela perda dos espaçadores 7 e 15. 

 

Tabela 1: Espoligotipo, frequência e padrão de hibridação. 

ID Espoligotipo Isolado 
n (%) 

Padrão de hibridação 

S1 SB0121 32 (80) ■■□■■■■■□■■■■■■□■■■■□■■■■■■■■■■■■■■■■■□□□□□ 
S2 SB0295 6 (15) ■■□■■■■■□■■■■■■□■■■■□■■■■■■■■■■■■■■■□■□□□□□ 
S3 SB1683 1 (2,5) ■■□■■■■■□■■■■■■□■■■■□□□□■■■■■■■■■■■■■■□□□□□ 
S4 PNI* 1 (2,5) ■■□■■■□■□■■■■■□□■■■■□■■■■■■■■■■■■■■■■■□□□□□ 

*Padrão não identificado 

 

É importante correlacionar os resultados deste estudo com aqueles obtidos em 

outros estados do Brasil e também nos países com os quais o estado do Rio Grande 

do Sul faz fronteira, Argentina e Uruguai, uma vez que pode ocorrer trânsito 

internacional de animais.  

Zumárraga et al. (1999) identificaram 41 diferentes espoligotipos entre 224 

isolados de M. bovis de países da América Latina. O espoligotipo 34 apresentou 96 

isolados (42,8%) e foi encontrado na Argentina, Paraguai e Uruguai, sendo 

considerado como o tipo mais frequentemente observado. Os outros principais 

espoligotipos foram o espoligotipo 21, encontrado na Argentina, Uruguai e Espanha e 

observado para 31 isolados (13,8%); encontrados apenas na Argentina estão os 

espoligotipos 29, observado para 12 isolados (5,3%); espoligotipo 17, observado para 

10 isolados (4,4%); espoligotipos 3 e 4, cada um observado para oito isolados (3,6%). 

Encontrado Argentina e Espanha, o espoligotipo 12, que é idêntico ao espoligotipo 
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para M. bovis BCG, foi observado para sete isolados (3,1%). Os clusters restantes 

agruparam cinco ou menos isolados.  

O padrão SB1040 já foi reportado em países da América Latina, tais como 

Argentina, Brasil, Paraguai, Uruguai e Costa Rica (Milián-Suazo et al., 2012). No 

Brasil, Alzamora Filho et al. (2014) apresenta que na Bahia existem 

compartilhamentos de espoligotipos (SB295, SB121, SB1055, SB1145 e SB140) com 

outros estados brasileiros, São Paulo e Minas Gerais, como em outros Países como 

Argentina, México, Inglaterra, Espanha, Portugal e França.  

Rocha et al. (2013) apontam estudos anteriores e indicam os padrões SB0140 é 

majoritário na Argentina, Irlanda e Reino Unido e já identificado no Paraguai, Uruguai, 

Brasil e México (ARANAZ et al. 1996; ZUMÁRRAGA et al., 1999; HADDAD et al. 2001, 

ALZAMORA FILHO et al., 2014). SB0881 identificado na França e no Brasil (HADDAD 

et al. 2001; RODRIGUEZ et al. 2004). Sandoval-Azuara et al. (2017) apontam o 

padrão SB2469 como presente na Argentina, Brasil, Costa Rica, Coréia do Sul, 

Paraguai, Uruguai e Estados Unidos. Lasserre et al. (2018) compararam 186 genomas 

de cepas do Complexo M. tuberculosis isoladas em todo o mundo, e encontramos 

uma população altamente estruturada em M. bovis. Foram sequenciados 23 novos 

genomas de M. bovis, pertencentes a cepas isoladas no Uruguai. A espoligotipagem 

in silico das cepas uruguaias mostrou cinco padrões diferentes: SB0274 (35%), 

SB0145 (30%), SB0130 (26%), SB0140 (4%) e SB1072 (4%). 

Barandiaran et al. (2011) obtiveram 143 isolados característicos de M. bovis de 

linfonodos e vísceras de suínos da região central da Argentina e realizaram 

espoligotipagem. Encontraram SB0140 como espoligotipo majoritário (58%), que 

também é o mais prevalente em bovinos no país, além de ser frequente na Austrália 

e Nova Zelândia. Outro padrão encontrado foi SB0130 (8,4%) e outros com menor 

frequência (SB0849, SB1600, SB1652, SB1784, SB1786, SB1782 e SB1779). 

Parreiras et al. (2012) observaram que o tipo SB1055 já havia sido descrito no 

Paraguai, Uruguai, México, Costa Rica, Brasil e Argentina, sendo neste último, 

encontrado também o SB0484.  

Shimizu et al. (2014) realizaram a genotipagem de M. bovis, obtidas de bovinos 

dos Pampas da Argentina e obtiveram 261 isolados em 32 padrões, sendo 248 

(94,6%) agrupados em 18 clusters. O padrão SB0140 representou, em sua totalidade, 
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39,8% dos isolados. Dividindo os espoligotipos encontrados por cidades, em Buenos 

Aires, o SB0140 foi composto por 19 (28,4%) dos isolados, SB0145, 24 (35,8%), 

SB0120, 11 (16,4%) e SB1055, sete (10,4%). Em Córdoba, o SB0140 foi composto 

por 51 dos isolados (45,5%), SB0145, 10 (8,9%) e SB0153 e SB0484, 9 cada (8%). 

Em Santa Fé, importante região da indústria de gado leiteiro, o SB0140 foi composto 

por 34 (41,4%), SB0130, 12 (14,6%) e SB0120, nove (10,9%). 

De acordo com Zumárraga et al. (2013), as cepas presentes em diferentes 

regiões e estados, mas que apresentam o mesmo padrão de espoligotipo, podem ser 

resultantes da movimentação de animais contaminados entre diferentes regiões. 
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7. CONCLUSÕES  

 

 

Este estudo colabora para futuras abordagens de rastreamento das infecções 

causadas por M. bovis no sul do Brasil. A genotipagem de M. bovis por meio do 

método de espoligotipagem demonstrou que os resultados obtidos podem contribuir 

com estudos epidemiológicos acerca do bacilo bovino. A técnica se mostrou eficiente 

para detectar e caracterizar a variabilidade genética dos isolados e determinar 

relações entre as cepas. A aplicação do método em isolados obtidos de um rebanho 

infectado com tuberculose bovina no estado do Rio Grande do Sul demonstra a 

diversidade genética entre as cepas em circulação, apesar da existência de um grupo 

predominante, SB0121. A diversidade encontrada foi baixa, tendo em vista que 80% 

dos isolados pertenciam ao mesmo padrão de espoligotipo. As criações da região 

estudada possuem a característica de serem fechados, ou seja, há pouca introdução 

de animais, reduzindo a variabilidade genética dos rebanhos, o que explica o resultado 

obtido.  

.
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