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Resumo: A saúde única engloba a saúde animal, humana e ambiental, tornando-se cada vez 

mais relevante diante do crescente contato entre humanos e animais e às mudanças 

ambientais. Nesse contexto, o estudo das zoonoses é crucial e emerge como um desafio 

global, com ferramentas moleculares e análise espacial contribuindo para a compreensão da 

epidemiologia das doenças de importância em saúde pública. Assim, o objetivo do presente 

estudo foi avaliar a ocorrência de micobactérias, agentes causadores de diversas doenças, 

em animais silvestres mortos por atropelamento em duas regiões brasileiras: Sul e Sudeste. 

Foram analisadas 43 amostras de pulmão, pela Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

convencional, utilizando primers da região da sequência repetitiva IS6110 do gênero 

Mycobacterium. Foi possível a amplificação de sete amostras, sendo três de Botucatu-SP e 

quatro de Santa Catarina. As amostras positivas foram sequenciadas, confirmando ser do 

complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), em Cerdocyon thous; Leopardus tigrinus; 

Didelphis albiventris; Cavia sp.; Akodon montensis; roedor sem identificação e 

Oligoryzomys sp., demonstrando que a tuberculose pode circular em diversas espécies, 

aumentando o risco de transmissão. Portanto, a identificação de micobactérias em diferentes 

espécies e regiões ressalta a importância de estudos epidemiológicos para melhor 

compreensão da doença, além de reforçar a importância de implementar medidas de 

prevenção e controle da tuberculose zoonótica.   

 

Palavras-chave: Reação em Cadeia da Polimerase, Saúde Única e Zoonoses  

 

INTRODUÇÃO  

 A saúde humana, animal e ambiental estão interligadas e, as doenças emergentes e 

zoonóticas evidenciam essa relação. Essas doenças representam uma ameaça à saúde 

pública, economia e segurança global (NARROD et al., 2012; RUPASINGHE; CHOMEL; 

MARTÍNEZ-LÓPEZ, 2022;). Segundo a organização mundial da Saúde (OMS), mais de 

60% dos patógenos humanos têm origem zoonótica, incluindo bactérias, vírus, fungos, 

helmintos e protozoários sendo, seu surgimento e distribuição influenciadas por diversos 

fatores, como mudanças climáticas, urbanização, migração, comércio, turismo, biologia de 

vetores, além de fatores naturais e antropogênicos (KARESH, 2012).  
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O aumento do contato entre humanos e outras espécies, somados a mudanças no uso 

da terra e intensificação da agricultura, facilita a emergência de novas doenças em escala 

global. Isso ressalta a importância da abordagem de Saúde única para prevenção e controle 

de zoonoses (RUPASINGHE; CHOMEL; MARTÍNEZ-LÓPEZ, 2022). Dentre as zoonoses, 

aquelas causadas por micobactérias são especialmente relevantes.  

As micobactérias são pertencentes à família Mycobacteriaceae, gênero 

Mycobacterium com mais de 180 espécies com características diversas (GUPTA; LO; SON, 

2018). Há três grupos principais: o complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC), 

Mycobacterium leprae e Mycobacterium lepromatosis, além das micobactérias não 

tuberculosas (MNT) (HAN et al., 2008; JAGIELSKI et al., 2016). MTBC inclui agentes 

causadores da tuberculose, como M. tuberculosis, responsável pela tuberculose humana, 

além de diversas espécies adaptadas a diferentes hospedeiros como Mycobacterium bovis, 

Mycobacterium microti e Mycobacterium caprae, causadores da tuberculose zoonótica que 

pode infectar humanos especialmente por meio do consumo de leite contaminado, 

destacando a interconexão entre saúde humana, animal e ambiental  (GHIELMETTI et al., 

2021; MATOS et al., 2016; CARNEIRO et al., 2022).   

A análise de animais atropelados é uma ferramenta valiosa para compreender a 

epidemiologia desses microrganismos, além de, contribuir para a conservação da fauna 

silvestre, uma vez que, é uma abordagem menos invasiva que permite utilizar técnicas 

moleculares para a detecção de patógenos (RICHINI-PEREIRA et al., 2008; COBA-

MALES et al., 2023), oferecendo informações relevantes para saúde pública visto que, 

fornece dados sobre a diversidade de patógenos presente na fauna silvestre brasileira.  

Com base nisso, a vigilância epidemiológica é essencial para prevenir e controlar 

doenças somadas à epidemiologia espacial, que analisa a distribuição geográfica e os fatores 

que influenciam a disseminação das doenças (ELLIOTT; WARTENBERG, 2004).  

Nesse sentido, o objetivo do trabalho foi analisar amostras de animais atropelados 

em Botucatu - SP e diversos municípios de Santa Catarina, utilizando biologia molecular na 

identificação de micobactérias do complexo tuberculose (MTCB), sendo extremamente 

relevante para o controle da tuberculose zoonótica. Além disso, investigar interações 

ecoepidemiológicas que podem auxiliar na compreensão da transmissão e distribuição das 

doenças, permitindo a implementação de medidas de controle mais eficazes e informando 

políticas públicas voltadas à saúde e manejo da fauna nas regiões estudadas.       

 

MATERIAL E MÉTODOS  

Foram avaliadas 43 amostras de pulmão de diferentes espécies de animais silvestres 

coletadas no período de 2009 à 2012 em Botucatu - SP e de diversos municípios catarinenses 

(Blumenau, Dr. Pedrinho, Gaspar, Indaial, Navegantes, Águas de Chapecó, Chapecó, Itapoá) 

que estão de acordo com a Instrução normativa n°119, de 11 de outubro de 2006, Capítulo 

VI, Art. 26 do IBAMA. O projeto foi aprovado pelo Conselho Técnico Científico (CTC) do 

Instituto Adolfo Lutz (CTC-IAL 42-P/2023).  

As amostras foram maceradas e, em seguida submetidas a extração do material 

genético utilizando o kit Illustra tissue & cells genomic Prep Mini Spin (Cytiva, USA), 

conforme instruções do fabricante. Após, foram quantificadas em espectrofotômetro 

(Epoch-Biotek, USA) a fim de verificar a qualidade das amostras.A análise do DNA foi 

realizada pela Reação em cadeia da polimerase (PCR) e, para avaliar a qualidade endógena, 

foi amplificada uma região conservada do gene β-globulina (DNA nuclear) de vertebrados 

que resulta em um produto de 140 pares de bases (pb) com o uso dos primers: β-1 (5’-

ACCACCAACTTCATCCACGTTCAC-3’) e  β-2 (5’-
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CTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGC-3’), ou com o uso do gene gliceraldeído 3-

fosfato, com os primers GAPDH-4F (5’-AGGCTGAGAACGGGAAACTT-3’) e GAPDH-

4R (5’-ATTAAGTTGGGGCAGGGACT-3’), que amplificam um produto de 911pb. Já para 

detecção de micobactérias foram utilizados primers da sequência repetitiva IS6110, IS6110 

- F (5’-CTCGTCCAGCGCCGCTTCGG-3’) e IS6110-R (5’-

CCTGCGAGCGTAGGCGTCGG-3’), resultando em um produto de 123 pb.  

As amostras amplificadas foram purificadas com 4 µl da enzima ExoSap (GE) - USB 

ExoSap-IT ® (USB Affymetrix, USA) e 10µl do produto da PCR, conforme instruções do 

fabricante. Após esse procedimento as amostras foram sequenciadas pelo método Sanger no 

Instituto de Biotecnologia (IBTEC-UNESP - Botucatu), como serviço de terceiros. As 

sequências obtidas foram visualizadas no software Chromas 2.6.6, alinhadas no programa 

MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (KUMAR et al., 2018) e, comparadas 

com as sequências presentes no banco de dados NCBI via Blastn. Para os estudos 

ecoepidemiológicos, as informações de georreferenciamento foram coletadas via localização 

GPS (Sistema de Posicionamento Global).  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

O estudo analisou 43 amostras de pulmão de animais silvestres mortos por 

atropelamentos no período de 2009 a 2012, sendo 20 da região de Botucatu - SP e 23 da 

região de Santa Catarina (Blumenau, Dr. Pedrinho, Gaspar, Indaial, Navegantes, Águas de 

Chapecó, Chapecó, Itapoá). Foi realizada a quantificação do material genético e a análise de 

genes constitutivos de mamíferos para validar a técnica e assegurar a confiabilidade dos 

resultados, passando pela análise molecular para detecção do gênero Mycobacterium, 

obtendo-se, sete animais foram positivos, como demonstrado na Figura 1.   

Figura 1- Gel de agarose a 1,5% utilizando os primers Mycobacterium IS6110 F e R de 123 pb.  

 

Legenda: M - DNA Ladder 100pb; 1 - C. thous; 2 - L. tigrinus; 3 - D. albiventris; 4 - Cavia sp.; 5 - 

A. montensis; 6 - roedor sem identificação;; 7 - Oligoryzomys sp.; 8 - DNA positivo utilizando cepa de MTBC; 

9 - controle negativo; M- DNA Ladder 50pb. Fonte: Elaborada pela autora (2024)  

A detecção de Mycobacterium em diferentes regiões do Brasil, como Sul e Sudeste 

destaca a influência de fatores ecoepidemiológicos na dispersão dessas bactérias (VERA et 

al., 2020; CONCEIÇÃO et al., 2021). Embora a tuberculose humana causada por 

Mycobacterium tuberculosis seja priorizada, a tuberculose zoonótica torna-se uma 

preocupação importante e reemergente em saúde pública (COUTO et al., 2022). O presente 

trabalho confirmou, por meio do sequenciamento, a presença do complexo Mycobacterium 

tuberculosis em diversas espécies (Figura 2), sendo a porcentagem de identificação 

observada na tabela 1, sugerindo que estratégias de controle e vigilância devem incluir a 

fauna silvestre na prevenção e manejo da doença.    

Portanto, das 43 amostras analisadas 16,28% (7 amostras) foram positivas para 

micobactérias, destas, três eram da região de Botucatu-SP e, quatro do Médio Vale do Itajaí e 
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Oeste de Santa Catarina.  O DNA de Mycobacterium spp. foi detectado em 20% (1/5) das 

amostras de Cerdocyon thous (cachorro-do-mato) de Botucatu - SP. Em um estudo anterior, 

não foi encontrado M. leprae em animais atropelados nesta espécie (PEDRINI et al., 2010). 

Porém, outros estudos identificaram M. bovis em canídeos silvestres atropelados (MATOS et 

al.,2016). O DNA também foi encontrado no único exemplar de Leopardus tigrinus (gato-do-

mato) e em 14,28% (1/7) das amostras de Didelphis albiventris (gambá-de-orelha-branca), 

corroborando com achados de Abdala e colaboradores (2015). Além desses animais, o DNA 

de Mycobacterium foi identificado em roedores como Cavia sp. (preá), Akodon montesis (rato-

do-mato), Oligoryzomys sp. (rato) e roedor sem identificação, embora esses roedores sejam 

considerados reservatórios de patógenos zoonóticos, há poucos trabalhos da presença de 

micobactérias naturalmente nessas espécies (ABDALA et al., 2015; VALOIS et al., 2024) 

 
Figura 2: Árvore genética com a análise evolutiva inferida usando o método Neighbor-Joining, de amostras 

sequenciadas para Mycobacterium sp. em animais silvestres mortos por atropelamento. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte:Elaborado pela autora, utilizando o MEGA X (2024) 

Tabela 1 - Porcentagem de identidade de Mycobacterium nas amostras sequenciadas 

Espécie Município % identidade Acesso GenBank 

Cerdocyon thous Botucatu-SP 98,37% CP069065.1*/CP096840.1+ 

Leopardus tigrinus Botucatu-SP 100,00% CP069065.1*/CP096840.1+ 

Didelphis albiventris Botucatu-SP 95,89% CP041872.1*/CP096848.1+ 

Cavia sp. Gaspar-SC 98,68% CP018302.1*/CP008744.1+ 

Akodon serrensis Dr.Pedrinho-SC 99,20% CP018302.1*/CP008744.1+ 

Roedor sem identificação Dr. Pedrinho-SC 94,51% CP130809.1* 

Oligoryzomys sp. Águas do Chapecó-SC 97,60% CP018302.1*/CP008744.1+ 

Legenda: *M. tuberculosis; M. bovis + Fonte: Elaborada pela autora (2024) 
Diversos trabalhos identificaram Mycobacterium em animais silvestres pelo mundo 

(AKHTAR et al., 2023), sendo a presença de M. tuberculosis em animais silvestres em 

cativeiro comum, devido ao contato frequente com humanos, levando a preocupações sobre 

zoonose reversa (LOPES et al., 2021; ZACHARIAH et al., 2017). Logo, a detecção de 

MTBC ressalta a interconexão entre humanos, animais silvestres e o meio ambiente 

enfatizando a necessidade de uma abordagem de saúde única (COUTO et al., 2022). Além 

disso, o presente estudo contribui para a vigilância epidemiológica da tuberculose e destaca 

o potencial de usar animais silvestres atropelados para monitorar a circulação de patógenos, 

fornecendo uma alternativa para investigar a distribuição de doenças infecciosas.    

 

CONCLUSÕES  

O presente estudo identificou a presença do complexo Mycobacterium tuberculosis 

(MTBC) em amostras de animais silvestres atropelados em Santa Catarina e São Paulo, 

indicando a presença de patógenos na fauna brasileira. Além disso, ressalta a importância da 

utilização de ferramentas moleculares e de georreferenciamento nos estudos 

epidemiológicos, contribuindo significativamente para a saúde pública.    
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