
Pesq. Vet. Bras. 34(2):103-108, fevereiro 2014

103

RESUMO.- O objetivo do presente trabalho foi utilizar mé-
todos bacteriológicos e moleculares para a identificação do 
Mycobacterium bovis em lesões observadas em carcaças 
de bovinos durante a inspeção post mortem de rotina em 
matadouros-frigoríficos com serviço de inspeção oficial. 
Foi acompanhado o abate e a inspeção de 825.394 bovi-
nos, sadios ao exame ante mortem pelo serviço de inspeção 
oficial em dez matadouros-frigoríficos do estado da Bahia. 
Carcaça de 180 bovinos apresentaram lesões sugestivas de 
tuberculose e por outras linfadenites. No isolamento bacte-
riano, 25 amostras apresentaram crescimento disgônico de 
colônias de coloração creme-amareladas em meio de cul-
tura Stonebrink-Leslie. Desses isolados, 14 foram identifi-
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cados como M. bovis PCR multiplex e pela técnica do spoli-
gotyping foram discriminados oito diferentes espoligotipos 
do M. bovis, sendo sete descritos na literatura e um novo 
spoligotipo sem descrição anterior. O espoligotipo majori-
tário foi o SB0121, com cinco amostras, sendo descrito no 
Brasil e em outros países, seguidos por dois clusters, SB295 
e SB1055, com dois isolados cada. O espoligotipo SB1145 
e SB1648 foram referidos apenas no Brasil e Dinamarca, 
respectivamente. O espoligotipo SB140 já foi encontrado 
no Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. Estes resultados 
demonstram que os espoligotipos obtidos são compartilha-
dos, até o momento, entre estados brasileiros e entre países 
da América Latina e Europa. Sendo assim, a discriminação 
molecular de isolados de M. bovis através do Spoligotyping 
constitui-se numa ferramenta para estudos epidemiológi-
cos da tuberculose bovina no Estado da Bahia.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Mycobacterium bovis, micobactéria, epi-
demiologia molecular, spoligotyping, tuberculose, zonose, bovinos.

INTRODUÇÃO
A tuberculose bovina é uma zoonose de evolução crônica 
causada pelo Mycobacterium bovis, que pertence ao Com-
plexo Mycobacterium tuberculosis. Caracteriza-se pelo 
desenvolvimento de lesões granulomatosas nodulares de-
nominadas tubérculos, que podem estar localizados em 
qualquer órgão, mas com distribuição predominante no 
trato respiratório e nos gânglios linfáticos bronquiais e me-
diastínicos e ocasionalmente nos intestinos, fígado, baço, 
pleura e peritônio (Brasil 2006, Heinemann et al. 2008).

A tuberculose no homem é causada principalmente 
pelo Mycobacterium tuberculosis, mas a doença causada 
por M. bovis tem sido reportada e representa um risco para 
a saúde pública (Parreiras et al. 2012, Reyes et al. 2012). 
Em 2011, 8,7 milhões de pessoas adoeceram e 1,4 milhões 
de óbitos anuais foi determinado pela tuberculose. A maio-
ria dos óbitos ocorre em países de baixa e média renda e 
está entre as três principais causas de mortes em mulheres 
entre 15 e 44 anos de idade (WHO 2012).

A importância econômica atribuída à doença bovina 
está baseada nas perdas diretas resultantes da morte de 
animais, redução no ganho de peso, diminuição na produ-
ção de leite e descarte precoce de animais de elevado valor 
zootécnico (Lilenbaum 2000, Pacheco et al. 2009).

A pecuária tem se expandido significativamente nas úl-
timas décadas, representando um importante setor na eco-
nomia do Brasil e o rebanho bovino da Bahia, 10.528.419 
cabeças, o equivalente a 36,6% do efetivo do Nordeste, 
contribui para a crescente importância do agronegócio no 
Estado (IBGE 2010). Esse crescimento torna cada vez mais 
necessário o incremento do controle sanitário nos reba-
nhos. No Brasil, a tuberculose bovina é endêmica e acome-
te grande parte das propriedades de leite, devido ao fato 
dos animais serem submetidos ao confinamento; dados de 
notificações oficiais indicam uma prevalência média nacio-
nal de 1,3% de animais reagentes à tuberculina no período 
de 1989-1998. Com o intuito de diminuir a ocorrência da 
doença nos rebanhos bovinos, o MAPA instituiu em 2001 o 
Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelo-

se e Tuberculose Bovina (PNCEBT), que tem o objetivo de 
reduzir a prevalência e incidência da doença (Brasil 2006).

O inquérito epidemiológico da tuberculose no Estado 
da Bahia, realizado entre 2008 e 2010, revelou uma pre-
valência de foco de Tuberculose bovina e de animais rea-
gentes à tuberculina com idade maior ou igual a 24 meses 
de 1,6% e 0,21%, respectivamente (Costa 2012). Segundo 
Araújo (2004), estudos realizados no país, a partir de exa-
mes de carcaças em matadouros-frigoríficos, estimaram 
uma prevalência de tuberculose bovina de 0,17% em Minas 
Gerais, 5,16% no Pará e 0,64% no Rio Grande do Sul. Esta 
diferença está relacionada ao grau de desenvolvimento re-
gional, principalmente no que se refere ao estabelecimento 
de medidas sanitárias no rebanho.

A inspeção post mortem dos animais destinados ao 
consumo nos abatedouros tem grande importância na vi-
gilância epidemiológica da tuberculose e, por meio desta 
medida, países endêmicos que possuem satisfatório de-
sempenho nos seus serviços de inspeção nos abatedouros, 
juntamente com um consolidado programa de erradicação, 
têm conseguido reduzir a prevalência da doença (De La 
Rua-Domenech 2006, Kantor & Ritacco 2006). A identifi-
cação de alterações anatomopatológicas características du-
rante a inspeção post mortem nos matadouros-frigoríficos, 
juntamente com a realização dos métodos diretos de diag-
nóstico da tuberculose são importantes ferramentas na vi-
gilância epidemiológica da doença (Biffa et al. 2010).

Diversos estudos vêm demonstrando a possibilidade do 
uso da PCR no diagnóstico da tuberculose bovina, permi-
tindo uma maior acurácia e significativa redução do tem-
po do diagnóstico em relação aos métodos tradicionais de 
identificação dos isolados (Zanini et al. 2001, Cardoso et al. 
2009, Collins 2011). Estudos epidemiológicos moleculares 
da tuberculose bovina têm sido utilizados para monitora-
mento e controle do comércio de animais, bem como para a 
investigação da origem da infecção (Figueiredo et al. 2011).

Uma combinação que tem se mostrado eficiente para 
o diagnóstico direto da tuberculose bovina é o isolamen-
to através de bacteriologia clássica, seguido da identifica-
ção por métodos moleculares. Uma técnica que vem sendo 
utilizada é o spoligotyping, que se baseia no polimorfismo 
de DNA presente em um lócus cromossomal particular, a 
região de repetição direta (DR), presente apenas nas bacté-
rias do complexo M. tuberculosis. Sendo indicada como téc-
nica de eleição para a comparação de estirpes com poucas 
cópias de IS 6110, além da diferenciação entre M. bovis e M. 
tuberculosis pela ausência e presença, respectivamente, dos 
espaçadores 39 aos 43 (Kamerbeek et al. 1997, Rodriguez 
et al. 2004, McLernon et al. 2011). O spoligotyping, método 
rápido e de baixo custo para tipificação e tem sido utiliza-
do com sucesso em alguns estudos com cepas de M. bovis 
isoladas no Brasil. Também tem demonstrado ser uma me-
todologia útil para a compreensão da epidemiologia do M. 
bovis em vários países (Haddad et al. 2004, Rodriguez et al. 
2004, Collins 2011, Parreiras et al. 2012, Reyes et al. 2012).

A genotipagem do M. bovis tem contribuído para um 
melhor conhecimento da transmissão da tuberculose bovi-
na ou mesmo da compreensão epidemiológica da infecção, 
que são fundamentais para melhorar na gestão eficaz dos 
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sistemas de controle dessa enfermidade (Costa et al. 2010, 
Figueiredo et al. 2011, McLernon et al. 2011). Desta forma, 
o objetivo do presente trabalho foi avaliar a diversidade ge-
nética, pela técnica de Spoligotyping, de 14 isolados de M. 
bovis provenientes de bovinos abatidos no Estado da Bahia.

MATERIAL E MÉTODOS
Durante o período de abril de 2009 a abril de 2012, foi acom-
panhado o abate e a inspeção post mortem de 825.394 bovinos, 
sadios ao exame ante mortem pelo serviço de inspeção oficial 
abatidos em 10 matadouros-frigoríficos com serviço de inspeção 
oficial, localizados em 10 municípios do Estado da Bahia. As lesões 
sugestivas de tuberculose ou por linfadenites diversas durante a 
rotina de inspeção das carcaças bovinas foram acondicionadas em 
frascos com solução saturada de borato de sódio (Na2B2O7•10H2O, 
140g/L), como meio conservante, o qual preserva as micobacté-
rias por até 60 dias em temperatura ambiente (Richards & Wright 
1983, Rodriguez et al. 2004). Dados referentes à procedência dos 
animais foram obtidos por meio da Guia de Trânsito Animal (GTA). 
As amostras foram enviadas para o laboratório de Tuberculose da 
Escola de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade Fe-
deral da Bahia e foram processadas no prazo máximo de 60 dias 
para a tentativa de isolamento e identificação de micobactérias. 
Essas foram descontaminadas pelo cloreto de 1-Hexadecilpiridi-
nio (HPC), inoculadas nos meios de cultura Stonebrink-leslie e 
Lowenstein-Jensen, incubadas a 37°C por até 90 dias e avaliados 
semanalmente para verificação de colônias sugestivas de mico-
bactérias. As colônias isoladas foram submetidas à coloração de 
Ziehl-Neelsen para confirmação das características tintoriais de 
bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) (Brasil 2008).

Dos isolados BAAR, foi extraído o DNA por lise térmica a 100 ºC 
por 30 min. e confirmou-se a identificação de Mycobacterium bo-
vis por PCR multiplex (Warren et al. 2006). A tipificação molecular 
pelo Spoligotyping foi realizada como o descrito por Kamerbeek 
et al. (1997). A amplificação da região direta foi realizada num vo-
lume final de 50μL com 0,2mM contendo dNTP (10mM Tris-HCl, 
pH 8.0; 50mM KCl), 1.5mM MgCl2, 20pmol de primers para cada 
iniciador (Dra biotinilado e DRb) e 1 U de Taq DNA polimerase e 
10ng de DNA. A PCR consistiu em uma desnaturação inicial a 96°C 

por 3 min., 20 ciclos de amplificação a 96°C por 1 min., 55°C por 
1 min. e 72°C por 30 s, seguido por uma extensão final a 72°C por 
5 min. O DNA de M. bovis BCG e M. tuberculosis Moureau H37Rv 
foram utilizados como controles positivos e água ultra-pura foi o 
controle negativo. Os produtos de PCR foram hibridados em mem-
brana contendo 43 oligonucleotídeos de sequências espaçadoras 
conhecidas. Após incubação com estreptavidina-peroxidase, os 
espaçadores foram detectados por quimioluminescência. Os pa-
drões polimórficos foram comparados com banco de dados inter-
nacional, disponível na literatura (Kremer et al. 1999, Van Emb-
den et al. 2000, Haddad et al. 2001). A nomenclatura adotada para 
os espoligotipos obtidos foi a mesma que encontra-se disponível 
no site www.mbovis.org. O novo espoligotipo determinado foi no-
meado pelos autores.

RESULTADOS
Do total de 825.394 bovinos abatidos durante a rotina 
de inspeção em 10 matadouros-frigoríficos, 180 carcaças 
(0,02%) apresentaram nódulos de aspecto caseoso suges-
tivo de tuberculose (Fig.1) ou por linfadenites por outras 
causas. As lesões estavam localizadas principalmente em 
linfonodos da cabeça e pescoço, assim como nos linfonodos 
torácicos, pulmões, fígado e peritônio.

Na bacteriologia, o crescimento de colônias de colo-
ração creme-amareladas, pequenas, arredondadas, bor-
das irregulares, superfície granular em meio de cultura 
Stonebrink-Leslie foi observado em 25 (13,9%) amostras 
das 180 provenientes de bovinos abatidos em matadouros-
-frigoríficos no Estado da Bahia. O tempo médio observado 
para o aparecimento das colônias foi de 34 dias, sendo o 
mínimo de 22 dias e o máximo de 63 dias. Foram submeti-
dos à coloração de Ziehl-Neelsen e todos os esfregaços evi-
denciaram a presença de bacilos álcool-ácido resistentes. 
Pela PCR múltiplex, Mycobacterium bovis foi identificado 
em 14/25 (56%) isolados. Nas demais amostras, 11/25 
(44%) não apresentaram amplificações das regiões genô-
micas que caracterizam o complexo M. tuberculosis.

Fig.1. (A) Carcaça bovina condenada com lesões sugestivas de tuberculose bovina. (B) Pulmão com nódulos de aspecto 
caseoso.



Pesq. Vet. Bras. 34(2):103-108, fevereiro 2014

106 Fernando Alzamora Filho et al.

Os isolados identificados como Mycobacterium bovis fo-
ram submetidos ao método de spoligotyping, sendo iden-
tificados oito espoligotipos. Esses perfis estudados pelo 
Spoligotyping apresentaram deleções nos espaçadores 3, 9, 
16 e 39-43. Foram discrimidados três clusters genéticos (SB 
0121, SB 0295 e SB 1055) e cinco espoligotipos individuais, 
sendo sete descritos na literatura internacional e um geno-
tipo inédito (Quadro 1).

121 foi o mais frequente no presente estudo (36%), com 
um cluster com 5 isolados e observados em 4 municípios 
baianos. Foi descrito como o mais frequente no Brasil 
(29,1%) e México (11%) e ainda não foi discriminado na 
Argentina (Rodriguez et al. 2004, Zanini et al. 2005, Par-
reiras et al. 2012, Zumárraga et al. 2012). Também é fre-
quente em países como França, Itália, Bélgica e África do 
sul, bem como em outros países que comercializam gado 

Quadro 1. Caracterização molecular de isolados de Mycobacterium bovis provenientes de carcaças de bovinos abatidos em 
matadouros-frigoríficos. Brasil, 2012

 Padrão do Perfil do espoligotipo** Isolados(%) Município de
 espoligotipo*   procedência

 SB0 121 g g c g g g g g c g g g g g g c g g g g c g g g g g g g g g g g g g g g g g c c c c c 5(36) Euclides da Cunha - BA
    Ipirá - BA
    Pojuca - BA
    Serrinha - BA
 SB2 95 g g c g g g g g c g g g g g g c g g g g c g g g g g g g g g g g g g g g c g c c c c c 2(14) Alagoinhas - BA
    Glória - BA
 SB1 055 g g c c c g g g c g g g g g g c g g g g c g g g g g g g g g g g g g g g c g c c c c c 2(14) Pedrão - BA
    Ribeira do Pombal - BA
 SB1 145 g g c c c c c g c g g g g g g c g g g g c g g g g c c c c g g g g g g g g g c c c c c 1(7,2) Alagoinhas - BA
 SB0 140 g g c g g c g c c c c c g g g c g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g g c c c c c 1(7,2) Santo Antônio de Jesus - BA
 SB1 648 g g c g g g g g c g g g g g c c g g g g c g g g g g g g g g g g g c g g g g c c c c c 1(7,2) Baianópolis - BA
 SB0 828 g g c g g g g g c g g g g g g c g g g g g g g g g g g g g g g g g c g g g g c c c c c 1(7,2) Baianópolis - BA
 EG- BA1 2*** g g c g g g g c c g g g g c g c g g g g c g g g g g g g g g g g g g g g g g c c c c c 1(7,2) Itabaianinha - SE

 * Nome internacional atribuído pelo Mbovis.org. ** Caixas pretas e brancas indicam a presença e ausência, respectivamente, do espaçador específico na 
posição1-43, no locus de repetição direta. *** Novo espoligotipo encontrado e que foi nomeado pelos autores.

DISCUSSÃO
Em relação à distribuição das lesões na carcaça, foi consta-
tado a ocorrência no parênquima pulmonar e nos linfono-
dos da cabeça e mediastinais em 75% (135/180) do total. 
Dados similares aos observados por Gathogo et al. (2012), 
que inspecionaram 929 carcaças em dois abatedouros no 
Kênia e observaram que as lesões distribuídas nas carcaças 
estavam localizadas nos gânglios linfáticos brônquicos e 
mediastinais, parênquima pulmonar, parênquima hepático 
e linfonodos localizados em outros tecidos.

No exame bacteriológico dos fragmentos de lesões pro-
venientes de bovinos abatidos, os resultados foram com-
patíveis com a literatura, sendo relatado crescimento das 
primeiras colônias de M. bovis em meio Stonebrink-leslie 
de 21 dias (Cousins et al. 1989), 36 dias (Corner 1994) e 
28 dias (Mota et al. 2001). Segundo Corner (1994), o diag-
nóstico bacteriológico é considerado “padrão ouro”, apesar 
de requerer um longo período para o crescimento das pri-
meiras colônias e identificação da espécie. Desta forma, a 
m-PCR permitiu a identificação de Mycobacterium bovis de 
forma rápida e simples e, levando-se em conta a sua eleva-
da especificidade, a técnica poderia auxiliar os programas 
de controle e erradicação da tuberculose.

Com o recente desenvolvimento dos processos de ge-
notipagem, o método spoligotyping permite conhecer a 
diversidade genotípica do complexo M. tuberculosis e essa 
técnica permitiu identificar polimorfismo entre isolados de 
M. bovis em bovinos abatidos em matadouros-frigoríficos 
do Estado da Bahia e constitui-se numa ferramenta indis-
pensável para apoiar sistemas de vigilância epidemiológica 
para detecção de focos de tuberculose. O espoligotipo SB 

com esses países (Haddad et al. 2001, Michel et al. 2008, 
Boniotti et al. 2009). Em Portugal, Duarte et al. (2008) en-
contraram uma frequência de 26,29%, sendo isolados em 
bovinos e veados e está distribuído em todas as regiões em 
que há tuberculose. Na Espanha, esse perfil apresenta uma 
frequência de 29,6% dos isolados (Rodriguez et al. 2010).

Os espoligotipos SB0295 e SB1055 formaram os outros 
2 Clusters, com dois isolados cada. O SB0295 apresentou 
uma frequência de 24% e 0,4% de isolados no Brasil e 
Argentina, respectivamente (Zumárraga et al. 2012). Ro-
driguez et al. (2004) encontraram 25,6% dos espoligoti-
pos SB 0295 em 43 isolados de M. bovis provenientes de 
lesões sugestivas de tuberculose em bovinos abatidos no 
Estado de São Paulo. Enquanto Parreiras et al. (2012) re-
lataram uma frequência de 29,5% (18/61) de isolados em 
amostras de bovinos abatidos nos Estados do Amazonas, 
Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Santa 
Catarina e São Paulo. O SB295 foi descrito em Portugal e os 
isolados foram proevenientes de bovinos e javalis (Duarte 
et al. 2008). Rodriguez-Campos et al. (2011) relataram esse 
perfil como sendo o quinto mais frequente na Espanha, o 
que repesenta 4,1% dos isolados, sendo oriundo de bovi-
nos, cervos e javalis. O espoligotipo SB1055 foi relatado 
por Parreiras et al. (2012) em 3,3% dos isolados de bovi-
nos abatidos em Matadouros-frigoríficos de Minas Gerais e 
de outras regiões brasileiras. Na Bahia, Costa et al. (2010) 
identificaram o perfil em 71,4% das amostras de bovinos 
abatidos na região metropolitana de Salvador, diferindo 
dos nossos resultados, que isolou o SB1055 em 14% do 
isolados, além das amostras dos bovinos abatidos serem 
de regiões diferentes. Esse espoligotipo tem ampla distri-
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buição na América Latina, com registros no Brasil, Argen-
tina, Paraguai, Uruguai, México e Costa Rica (Costa et al. 
2010, Parreiras et al. 2012).

O perfil SB1145 foi isolado em uma amostra proveni-
ente de Alagoinhas-BA, sendo referido apenas no Brasil. 
Rodriguez (2005) identificou o espoligotipo em bovinos 
abatidos em São Paulo e em Minas Gerais, Parreiras et al. 
(2012) isolaram o SB1145 em 3,3% (2/61) dos bovinos 
abatidos em matadouros-frigoríficos.

O SB0140 está presente em bovinos abatidos na Bahia 
e está amplamente difundido pela América latina, sendo 
identificado na Argentina, Paraguai, Uruguai e México 
(Haddad et al. 2001, Reyes et al. 2012, Zumárraga et al. 
2012). Esse perfil também foi descrito na Austrália, Bél-
gica, França, Holanda, Irlanda, Reino Unido e Africa do Sul 
(www.mbovis.org). Na Itália, Boniotti et al. (2009) obser-
varam uma baixa porcentagem do perfil, com 0,4% dos iso-
lados. Gibson et al. (2004) relataram 15 casos de tubercu-
lose humana no Reino unido, no período de 1997 a 2000, 
foi devido ao perfil SB0140. Rodriguez et al. (2004) obsera-
varam uma frequência de 16% dos isolados em bovinos 
abatidos em São Paulo.

O espoligotipo SB828 foi identificado em uma amostra, 
enquanto Boniotti et al. (2009), na Itália, relataram o es-
poligotipo em seis amostras. Também foi relatado na Fran-
ça e Espanha (www.mbovis.org). O espoligotipo SB1648 
(7,2%) foi referido apenas na Dinamarca (www.mbovis.
org) e no presente estudo, um novo espoligotipo obtido foi 
classificado provisoriamente como espoligotipo EG-BA12.

Esses resultados demonstram que na Bahia existem com-
partilhamento 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. Enquanto 
que outros perfis (SB1648 e SB828) não foram relatados ai-
nda no Brasil, mas foram discriminados na Europa.

A tipificação genética de isolados de M. bovis é uma téc-
nica valorosa para a investigação epidemiológica, permitin-
do compreender a atuação dos reservatórios silvestres, 
identificação das regiões com perfis semelhantes de espoli-
gotipos e na detecção dos focos de tuberculose bovina, prin-
cipalmente em áreas de baixa prevalência (Rodriguez et al., 
2004, Collins 2011). Essa diversidade genética dos isolados 
de M. bovis provenientes de carcaças de bovinos na Bahia 
sugere que a movimentação de animais entre propriedades, 
regiões ou países é um importante fator para a transmissão 
da tuberculose bovina. Segundo Figueiredo et al. (2011), ao 
caracterizarem epidemiologicamente a tuberculose em um 
rebanho bovino, relataram que a elevada diversidade de es-
tirpes de M. bovis sugere a introdução de animais infectados 
proveniente de várias regiões geográficas.

CONCLUSÕES
A discriminação molecular pela técnica do spoligoty-

ping permitiu identificar o polimorfismo entre os isolados 
de Mycobacterium bovis de bovinos abatidos no Estado da 
Bahia, sendo o espoligotipo SB121 o mais frequente.

Essa técnica, associada aos exames post mortem e bac-
teriológico permitiu um diagnóstico rápido dos isolados, 

além de contribuir para investigação epidemiológica da tu-
berculose bovina, disponibilizando informações que auxi-
liarão os órgãos de vigilância sanitária no desenvolvimento 
de estratégias para o seu controle, além da detecção de no-
vos focos de tuberculose no Estado da Bahia.
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