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REsuMo

Mycobacterium bovis é membro do complexo 
Mycobacterium tuberculosis (mtBc), grupo este com-
posto por espécies com grande homologia genética. É o 
agente etiológico da tuberculose bovina, importante zoo-
nose transmissível ao homem, principalmente através da 
inalação do bacilo e/ou pelo consumo de leite e derivados 
não-pasteurizados provenientes de vacas tuberculosas. 
O objetivo deste estudo foi padronizar a identificação de 
micobactérias do complexo M. tuberculosis presentes no 
leite, por metodologia molecular. Fez-se a extração de DNA 
diretamente do leite contaminado e realizou-se a identifica-
ção molecular pela reação em cadeia da polimerase seguida 
de análise de restrição do fragmento amplificado (PRA). 

Utilizaram-se inhagens de referência e leite cru artificial-
mente contaminado com M. bovis IP. Um fragmento de 
441pb do gene hsp65 foi amplificado, tratado com Bsteii 
e HaeIII e empregou-se o perfil de restrição enzimática 
obtido para identificar o complexo M. tuberculosis no 
leite. Com a PRA foi possível detectar com especificidade 
e sensibilidade a presença de M. bovis em até 10 UFC/mL 
de leite. A metodologia padronizada poderá auxiliar os 
métodos microbiológicos e bioquímicos tradicionalmente 
usados na identificação do bacilo em alimentos suspeitos 
de contaminação, como, por exemplo, o leite proveniente 
de animais suspeitos de infecção por M. bovis.

PALAVRAS-ChAVES: Análise de perfil de restrição enzimática (PRA), complexo Mycobacterium tuberculosis, leite, 
Mycobacterium bovis, limite de detecção (pcR). 

ABsTRACT

Detection oF Mycobacterium tuberculosis COMPLEX BY PCR-RESTRICTION FRAGMENT LENGTh 
POLYMORFISM ANALYSIS OF ThE hSP65 GENE

Mycobacterium bovis is a member of the M. tuber-
culosis complex, a group composed by species with high 
genetic homology. The pathogen is the etiological agent of 
bovine tuberculosis, an important zoonosis that is mainly 
transmitted by inhalation of infectious droplet nuclei or by 
ingestion of milk and crude milk derivative products from 
tuberculosis cows. The definitive identification of M. bovis, 

up to species level, is time consuming and difficult. In this 
work, the objective was to standardize a polymerase chain 
reaction followed by an enzyme restriction analysis in order 
to identify the M. tuberculosis complex in milk, without a 
microbiological isolation step. Reference strains and raw 
milk seeded with M. Bovis, were used as the starting mate-
rial.  A 441pb fragment of the hsp65 gene was amplified 
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and digested by two restriction enzymes Bsteii and Haeiii. 
The obtained profile was used to identify the M. tuberculosis 
complex in milk. The minimum limit of detection of M. bovis 
in milk was 10CFU/mL. PRA methodology proved to be 

a specific and sensible method. It can be used to assist the 
microbiological and biochemical methods commonly used 
to identifying the bacilli in clinical samples, as milk  

Key woRD: Detection limit (pRa), Mycobacterium tuberculosis complex, milk Mycobacterium bovis, Restriction En-
zyme Analysis (pcR), 

intRoDução

o complexo Mycobacterium tuberculosis 
(mtBc) é composto pelas espécies Mycobacte-
rium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Myco-
bacterium africanum, Bacille calmette-guérin 
(Bcg), Mycobacterium microti, Mycobacterium 
canetti, Mycobacterium caprae e Mycobacterium 
pinnipedii. o M. tuberculosis e o M. bovis se 
destacam por serem os agentes causadores da 
tuberculose humana e bovina, respectivamente. A 
cepa infectante bovina é a mais perigosa dentre as 
espécies deste complexo, sendo capaz de infectar 
muitas espécies de mamíferos, incluindo o homem 
(o’ Reilly & DaBoRn, 1995).

A tuberculose bovina é uma zoonose (doen-
ça ou infecção naturalmente transmissível entre 
os animais vertebrados e o homem) transmissível 
do gado para humanos diretamente pela via aeró-
gena, mediante a inalação do M. bovis suspenso 
no ar, e indiretamente, pelo consumo de leite e de 
produtos lácteos não fervidos ou pasteurizados, 
e com menor freqüência pela ingestão de carne 
e produtos cárneos contaminados (WhO, 1993; 
gRange & yates, 1994). 

O controle da tuberculose bovina e os pro-
gramas de erradicação (baseados no teste de tu-
berculina e sacrifício dos animais positivos), junto 
com a pasteurização do leite, diminuíram drasti-
camente a incidência de tuberculose bovina nos 
animais e nos humanos, nos países industrializa-
dos. Em países onde a prevalência da tuberculose 
bovina é elevada ou onde os programas de controle 
e erradicação não existem, ou ainda estão em fase 
de implantação, o leite e seus derivados não pas-
teurizados são considerados umas das principais 
fontes de transmissão da doença (AShFORD, 
2001). em tais países, o leite contaminado com 
M. bovis, oriundo de vacas doentes, é a principal 

causa de linfoadenopatias cervicais (escrófula) e 
de outras formas da tuberculose extrapulmonar 
em humanos (MODA et al., 1996; COUSIVI et 
al., 1998).

O teste imunológico indireto de tuberculini-
zação é o método diagnóstico-padrão de escolha 
para identificar os animais tuberculosos (OIE, 
2000) e consiste na avaliação de uma reação de 
hipersensibilidade tardia deflagrada em animais 
previamente expostos ao bacilo da tuberculose, 
provocada em resposta à injeção intradérmica de 
tuberculina, avaliado após 72 horas. A sensibilida-
de do teste de tuberculinização varia entre 68%-
95%, enquanto sua especificidade foi estimada 
entre 95%-99%. A sensibilidade pode ser afetada 
por fatores iatrogênicos (CORREA & CORREA, 
1981) tais como desensibilização, imunosupres-
são pós-parto, intervalo pós-infecção (CORREA 
& coRRea, 1981), assim como por variação da 
dose e potência da tuberculina utilizada e da varia-
bilidade na avaliação do edema pelo observador. 
A especificidade, por sua vez, é influenciada pela 
sensibilização que pode ocorrer pela exposição do 
animal a M. avium, M. paratuberculosis ou por 
micobactéria do meio ambiente (O’REILLY et al., 
1992; MONAGhAN et al., 1994). Essas falhas 
no diagnóstico de tuberculose bovina provocam 
resultados falsos-positivos (animais sem doença) 
e falsos-negativos (animais tuberculosos com 
resultado da prova negativo). O diagnóstico con-
firmatório é feito após a morte do animal e requer 
o isolamento e a identificação de M. bovis, um 
procedimento trabalhoso e demorado, que pode 
levar até doze semanas (CORNER, 1994). 

 No Brasil, os índices oficiais de tuber-
culose bovina são de 1,3% do rebanho nacional 
infectado, o que representa cerca de 2,5 milhões 
de animais tuberculosos.  Pesquisas recentes con-
firmam que a infecção se concentra em bovinos 



Detecção do complexo Mycobacterium tuberculosis no leite pela reação em cadeia da polimerase ... 1025

Ciência Animal Brasileira, v. 9, n. 4, p. 1023-1033, out./dez. 2008

leiteiros, mas principalmente naqueles rebanhos 
com algum grau de tecnificação, em que as taxas 
de infecção podem chegar a 15% de rebanhos 
com pelo menos um animal infectado (BRasil, 
2001). Mesmo nesses rebanhos tecnificados, o 
leite muitas vezes é distribuído in natura para 
o consumo humano. Estima-se que 50% a 60% 
do leite produzido no Brasil seja comercializado 
sem qualquer controle sanitário, impondo risco de 
transmissão de tuberculose, bem como de outras 
enfermidades, ao homem, através do consumo 
de leite e derivados crus (FIGUEIREDO, 2007; 
RUGGIERO, 2007).

Apesar de não haver estatísticas que quanti-
fiquem as perdas econômicas impostas pela tuber-
culose bovina no Brasil, tampouco o comprometi-
mento humano, o ministério da agricultura lançou 
em janeiro de 2001 sua campanha de combate a 
essa enfermidade. O Programa Nacional de Con-
trole e Erradicação de Brucelose e Tuberculose 
(PNCEBT) visa combater essas enfermidades, na 
população bovina e bubalina, diminuindo a inci-
dência e prevalência destas, a fim de minimizar 
as perdas econômicas e oferecer garantias de ino-
cuidade dos alimentos, considerando tanto a carne 
como o leite e derivados, ao consumo interno, e 
aumentar a competitividade dos nossos produtos 
no mercado internacional.

Segundo SINhA (1994), 31,3% das vacas 
em lactação, que se apresentam positivas ao teste 
de tuberculinização, eliminam o bacilo no leite, 
mas apenas 4% desses animais eliminam M. bovis 
em quantidade capaz de ser mensurada por cul-
tura. Por outro lado, SINhA (1994) e ZANINI et 
al. (1998) demonstraram que vacas com infecção 
clínica e subclínica podem excretar de 5 x 102 a 
105 unidades formadoras de colônias (UFC) de M. 
bovis por ml de leite. além disso, o leite pode ser 
contaminado por bacilos exógenos provenientes 
de equipamentos de ordenha sujos e mal lavados 
(ABRAhÃO, 2005). Trata-se de discrepância que 
dramatiza a necessidade de se obter um método 
rápido, sensível, específico e seguro para identi-
ficar o bacilo bovino no leite.

a Polimerase chain reaction Restriction en-
zyme Analysis (PRA) é uma ferramenta molecular 
que juntamente com a PCR, o seqüenciamento de 

DNA (PAI et al., 1997; MCNABB et al., 2004), 
os métodos de hibridização com sondas de DNA 
(ELLNER et al., 1988), as análises de perfis de 
ácidos micólicos (LEITE et al., 1998), a técnica 
de microarrays (FUKUShIMA et al., 2003), vêm 
sendo utilizados para identificar de maneira mais 
precisa e rápida as espécies de micobactérias 
previamente isoladas.

Vários métodos baseados em PCR para 
identificação de M. bovis (WARDS et al., 1995; 
ZANINI et al., 1998 e 2001; COLLINS et al., 
1991; SREEVATSAN et al., 2000; TAYLOR et 
al., 2001; ZANINI, et al. 2001; ZUMARRÁGA 
et al., and PEREZ et al., 2002) já foram descritos 
baseados na amplificação de diferentes genes tais 
como: pncA (BAROUNI et al., 2004; tRigui et 
al., 2004); gyrB (leão et al., 2005), oxyR (sRe-
EVATSAN et al., 1996) e katG (hAAS, 1997) e 
na seqüência RvD1Rv2031c (RODRIGUEZ el al., 
1995), a região IS1081 que tem cinco ou seis co-
pias em M. bovis (waRDs et al., 1995; ZANINI 
et al., 1998),  o gene aspb70 (collins et al., 
1991 e waRDs et al., 1995), IS6110 (nolte et 
al., 1993; PEREZ et al., 2002; TAYLOR et al., 
2001; ZANINI et al., 2001; ZUMARRÁZA et al., 
2001 e 2005) e o gene hsp65 (SREEVATSAN et 
al., 2000; ZUMARRAGA et al., 2005).

entretanto, para evitar a presença de possí-
veis inibidores presentes na amostra clínica que 
poderiam interferir com a performance da PCR 
(DE WIT et al., 1990; CLARRIDGE et al., 1993, 
NOLTE et al., 1993; LIÉBANA et al., 1996; 
MANGIAPAN et al., 1996), os pesquisadores 
incluem o isolamento prévio das micobactérias, 
para só então proceder à extração do DNA e à 
PCR. Esse procedimento aumenta a sensibilidade 
do método, mas requer que seja feito um trata-
mento inicial de descontaminação da amostra com 
NaOh concentrado (método de Petroff), sendo 
que cerca de 50 % das amostras clínicas tratadas 
dessa maneira não apresentam colônias viáveis.

Apesar da vasta utilização da PRA para 
identificar e caracterizar novas espécies de mico-
bactérias, poucos estudos vêm sendo realizados 
para analisar a eficiência da PRA na identifica-
ção do complexo Mycobacterium turberculosis 
em leite e tecidos. no Brasil, aRaÚJo, et al. 
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(2005) usaram a PRA para identificar a presença 
do complexo Mycobacterium tuberculosis em 
quatro colônias isoladas de carcaças bovinas com 
lesões de tuberculose não identificados na PCR 
espécie-específica para M. bovis e os isolados 
foram identificados como pertencentes ao com-
plexo Mycobacterium tuberculosis, confirmando 
a suspeita de tuberculose. Um estudo semelhante 
foi realizado por KONUK et al. (2007), que identi-
ficaram, por PRA, diversas micobactérias atípicas 
isoladas de leite cru na Turquia, demonstrando a 
confiabilidade dessa técnica molecular, em com-
paração com a identificação bioquímica.

neste estudo, empregou-se a pRa para anali-
sar e detectar a presença de M. bovis em amostras de 
leite, identificando-o através do perfil de restrição 
do complexo M. tuberculosis. O método utilizado 
baseia-se na obtenção de amostras de DNA de 
micobactérias diretamente do leite, sem etapas de 
isolamento, seguida da amplificação de parte da se-
qüência do gene hsp65 (altamente conservada entre 
o gênero Mycobacterium ) por pcR, e da digestão 
do fragmento amplificado com as enzimas de res-
trição Bsteii e Haeiii (telenti et al., 1993).

mateRial e mÉtoDos

Microorganismos utilizados e meios de cultura

Utilizaram-se três linhagens de referência 
para  padronizar a metodologia: M. bovis (instituto 
pasteur - ip, paris) representando o complexo M. 
tuberculosis, M. avium sorotipo 2 ATCC 73950 
e M. fortuitum atcc 6841. mantiveram-se as 
colônias de M. avium e de M. fortuitum em meio 
de cultura Lowenstein-Jensen (LJ), enquanto que 
a de M. bovis, em meio LJ com piruvato de sódio 
(lJp).

Obtenção das amostras de leite

escolheram-se vacas negativas ao teste de 
tuberculinização (não tuberculosas) para coleta de 
amostras de leite para a padronização do método. 
Após lavagem do úbere dos animais, foram cole-
tados, assepticamente, cerca de 500 ml de leite, 
por ordenha manual, descartando-se os primeiros 
jatos.

Preparação do inóculo de M. bovis 

uma alçada contendo células de M. bovis ip 
em fase ativa de crescimento foi ressuspensa em 
1mL de água destilada estéril em tubo falcon de 
50 mL contendo perólas de vidro. Após agitação 
vigorosa ajustou-se a turbidez da suspensão a 1 
pela escala mcFarland, correspondendo a 3,0 x 108 

UFC/mL (COUSINS et al., 1991; KOGAGOZ et 
al., 1993). Para conferir a concentração das células 
na suspensão-estoque, diluições seriadas de 1:10 
foram preparadas, e inoculou-se 0,1 mL de cada 
diluição em LJP 0,47% sendo incubados a 37ºC 
por até oito semanas. Empregou-se o número de 
colônias (UFC) obtidas para ajustar o número de 
células na suspensão-estoque. Diluições seriadas 
de 100 a 108 CFU foram preparadas, centrifugadas 
e o sedimento inoculado em 1ml de leite para 
posterior análise.

extração de Dna de culturas puras

Obteve-se DNA genômico de cada uma das 
linhagens de Mycobacterium pelo método da lise 
térmica. Células crescidas em meio LP ou LPJ fo-
ram ressuspensas em 400µl tampão tet (10mm 
Tris-hCl, 1mM EDTA com 1% Triton X-100, 
ph8,0). Submeteu-se a suspensão celular a três 
ciclos de choque térmico (dez minutos a 100ºC, 
seguidos por dez minutos a -20ºC), centrifugados 
a 14.000xg por cinco minutos, e utilizaram-se 5µL 
do sobrenadante como molde de DNA na PCR 
(SILVA et al., 2001).

extração do Dna de M. bovis em leite artificial-
mente contaminado 

Contaminaram-se artificialmente amostras 
de leite de vacas sadias (1 ml) com M. bovis ip 
(como descrito anteriormente), sendo utilizadas 
para a obtenção de moldes de DNA para as reações 
de PCR. A extração do DNA foi feita de acordo 
com modificação do método descrito por LEÃO 
et al. (2004). Resumidamente, centrifugaram-se 
amostras (1ml) previamente contaminadas a 
10.000xg por cinco minutos, sendo descartado 
o sobrenadante obtido de cada uma delas, e o 
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sedimento lavado três vezes com tampão TE 
(100mM Tris-hCl, 10mM EDTA ph 8,0), res-
suspenso em 75µL de TE e 25µL de solução de 
lisozima (10mg/mL) e incubado por trinta minu-
tos a 37ºC. Três µL de proteinase K (20mg/mL), 
20 µL de  SDS 10% e TE foram adicionados até 
um volume final de  200 µL, incubados a 65ºC 
por quinze minutos. A suspensão foi tratada com 
300 µL de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico 
(25:24:1v/v), centrifugada a 14.000xg por cinco 
minutos. Transferiu-se o sobrenadante aquoso 
para um tubo de microcentrífuga e 30 µL de 
acetato de sódio 3M ph 4.8, sendo 300 µL de 
isopropanol gelado adicionados a ele. Obteve-se 
o DNA por precipitação a -20ºC por 18-24h após 
centrifugação a 14.000xg por quinze minutos. 
O DNA precipitado foi lavado com 300 µL de 
etanol a 70% e ressuspenso em 10 µL de água 
miliQ estéril. empregaram-se 5 µl da suspensão 
na reação da pcR.

pcR – Restriction Enzyme Analysis (pRa)

a mistura de reação para pcR continha 
5µl do molde de Dna, 50 pmol de oligonu-
gleotídeos purificados e dessalinizados Tb11 
(5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT)  e Tb12 
(5’- cttgtcgaaccgcataccct) (invitro-
gen) (telenti et al., 1993), 2,0mm mgcl2,  
0,2 mM de cada deoxirribonucleosídeo trifosfato 
dNTPs (Pharmacia Biotech) e 2,5 U de Taq DNA 
polimerase recombinante (Invitrogem Life Te-
chnologies), 5µL do tampão da enzima 5x con-
centrado ph 8,1, em um volume final de 50µL. 
procedeu-se à pcR em termociclador automático 
(Perkin Elmer Gene Amp PCR system 2400) nas 
seguintes condições: 95ºC por dez minutos, 45 
ciclos de um minuto a 94ºC (desnaturação), um 
minuto a 65ºC (anelamento), um minuto a 72ºC 
(extensão), e mais um ciclo de sete minutos a 
72ºC, para extensão final do fragmento. Os pro-
dutos de 441pb amplificados foram analisados 
por eletroforese em gel de agarose 2%, corados 
com brometo de etídio (10µg/mL) e visualizados 
em transluminador de U.V (302nm).

Incubaram-se quinze microlitros do produ-
to de reação de PCR com 5U da enzima Bsteii 

(Bioagency) a 65ºC por duas horas e outros 15 µL 
do produto com a enzima HaeIII (Bioagency) a 
37ºC, também por duas horas. 

Identificação do Complexo M. tuberculosis

Realizou-se a análise da restrição enzimática 
em gel de agarose 4% e, com auxílio do padrão de 
fragmentos de 50pb (PROMEGA), compararam-
se os resultados com dendogramas disponíveis 
na literatura (DEVALLOIS et al., 1997; LEÃO 
et al., 2004).

ResultaDos

Identificação do complexo M. tuberculosis pela 
pRa

Para identificar o complexo M. tuberculosis 
(MTBC), foram realizadas PCRs usando os DNAs 
moldes obtidos das linhagens de referência como o 
M. bovis ip (controle positivo), M. avium sorotipo 
2 ATCC 73950 e M. fortuitum atcc 6841 (con-
troles negativos), e os primers tB11 e tB12 para 
amplificar o gene hsp65, sendo que o fragmento 
amplificado foi digerido com duas endonucleases, 
Bsteii e Haeiii. 

Como pode ser observado na Figura 1A 
(raias 1, 2 e 3), ocorreu amplificação de um frag-
mento de 441bp quando o DNA das três espécies 
de Mycobacterium foi utilizado como molde na 
reação de pcR. 

A clivagem do fragmento de 441pb do gene 
hsp65 com as endonucleases Bsteii e Haeiii am-
plificado do complexo M. tuberculosis deveria ge-
rar dois conjuntos de fragmentos: (245pb, 120pb, 
80pb) e (150pb, 120pb, 70pb), respectivamente 
(DEVALLOIS et al., 1997; LEÃO et al., 2004). 

De fato, quando o fragmento de 441pb 
amplificado a partir do DNA molde de M. bovis 
foi tratado com as endonucleases Bsteii e Haeiii 
(Figura 1B e 1C, raias 3) obtiveram-se os perfis de 
restrição esperados para o complexo M. tuberculo-
sis (245pb, 120pb, 80pb) e (150pb, 120pb, 70pb), 
respectivamente, correspondentes ao complexo 
M. tuberculosis. Quando os amplificados obtidos 
do Dna de M. avium (Figuras 1B e 1c, raias 1) e 
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de M. fortuitum (Figuras 1B e 1C, raias 2) foram 
tratados com as endonucleases obtiveram-se dois 
conjuntos de fragmentos (235pb, 210pb) e de 
(140pb e 105pb) e  (235pb, 120pb e 80pb) e de 

(145pb, 120, 60pb e 55pb) como esperado para 
essas duas espécies (DEVALLOIS et al., 1997; 
leão et al., 2004).

FIguRA 1. Identificação do com-
plexo M. tuberculosis por pRa: 
PAINEL A – DNA obtido de três 
diferentes Mycobacterium sp. por 
lise térmica, amplificado com os 
oligonuleotídeos TB11 e TB12; 
fragmentos amplificados e visuali-
zados em gel de agarose 2%, corado 
com brometo de etídeo. linha P: 
padrão de tamanho de fragmento 
100pb (PROMEGA); linha 1, M. 
avium sorotipo 2 ATCC 73950 ; 
linha 2, M. fortuitum ATCC 6841; 
linha 3, M. bovis IP. PAINEL B – 
Análise dos fragmentos de digestão 
enzimática por eletroforese em gel 
de agarose 4% dos amplicados ob-
tidos no painel A: linha P: padrão de tamanho de fragmentos (50pb); linhas de 1 a 3 perfil de bandas após a digestão com 
a enzima Bsteii para m. avium, M. fortuitum e M. bovis, respectivamente. PAINEL C – O perfil de bandas obtidos após 
digestão com a enzima Haeiii para os mesmos microrganismos.

Detecção pela pRa de M. bovis em leite artificial-
mente contaminado

Para verificar se seria possível identificar, 
por PRA, micobactérias do complexo M. tuber-
culosis que eventualmente seriam excretadas no 
leite de vacas tuberculosas, procedeu-se a uma 
adaptação da metodologia, como descrito antes, 
contaminando-se artificialmente amostras de leite 
cru com M. bovis IP em diferentes concentrações 
(100 – 108 UFC/mL  de leite).

preparou-se o Dna a partir de 1ml das 
amostras de leite contaminado, mediante método 
de extração com lisozima-SDS, anteriormente 
utilizado como molde de DNA nas reações de 
PCR para amplificação da seqüência do gene 
hsp65. O produto amplificado foi tratado com as 
endonuclea ses Bsteii  e HaeIII e os perfis de res-
trição foram analisados em gel de agarose  4%.  

Como mostrado na Figura 2A, foi possível 
obter DNA amplificável de micobactérias presen-

tes no leite sem a necessidade de isolar tais micror-
ganismos. Como esperado, quando o amplificado 
de 441bp foi digerido com as endonucleases Bsteii  
e Haeiii (Figura 2B raias: a - h e i - o), obteve-se 
o perfil de fragmentos de restrição (245pb, 120pb, 
80pb; 150pb, 120pb, 70pb) correspondente a M. 
bovis. Além disso, estabeleceu-se que o limite 
mínimo de detecção de M. bovis com essa me-
todologia foi de 10 UFC/mL de leite (Figura 2A 
raia 8). 

A PRA otimizada neste estudo é um método 
específico, sensível e rápido, que permitiu detectar 
membros do complexo M. tuberculosis no leite, 
sem a necessidade de fazer o isolamento de mi-
croorganismos. 

Tanto a extração de DNA de micobactéiras 
diretamente do leite quanto a amplificação desses 
moldes de DNA foram bem-sucedidos. O método 
utilizado neste estudo para isolar DNA das mico-
bactérias contaminantes do leite permitiu extrair 
o DNA de micobactérias mesmo na presença de 
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minerais, proteínas, glóbulos de gordura e células 
epiteliais do hospedeiro presentes no leite, os quais 
poderiam reduzir a quantidade de DNA total passí-

vel de extração, ou ainda inibir a amplificação do 
DNA molde por inibição da DNA polimerase.

FIguRA 2. limite de 
detecção de M. bovis em 
leite artificialmente con-
taminado. PAINEL A – 1 
mL de leite cru, artificial-
mente contaminado com 
diluições de M. bovis 108 
a 100 UFC/mL. DNA 
extraído pelo método de 
lisozima-SDS, amplifica-
do e visualizado em gel 
de agarose 2% corado 
com brometo de etídeo. 
Linha P: padrão de tamanho de fragmento 100pb (PROMEGA); linha 1, 108 UFC/mL ; linha 2, 107 UFC/mL; linha 3, 106 
UFC/mL ; linha 4, 105 UFC/mL; linha 5, 104 UFC/mL; linha 6, 103 UFC/m ; linha 7, 102 UFC/mL ; linha 8, 101 UFC/
ml e linha 9, 100 UFC/mL; linha 10, controle negativo (leite sem contaminação). PAINEL B – Análise dos fragmentos de 
digestão enzimática por eletroforese em gel de agarose 4% nas concentrações de 108 a 101 UFC/mL: Linha P: padrão de 
tamanho de fragmento 50pb (Promega); Linhas a–h digestão com a enzima Bsteii (245pb, 125pb, 80pb) e linhas i–o com 
a enzima Haeiii (150pb, 140pb, 70pb).

Discussão

O método de diagnóstico mais confiável 
para doenças transmitidas por microorganismos 
é, sem dúvida, o isolamento e identificação do 
agente etiológico a partir de lesões oriundas dos 
animais doentes. No entanto, em tuberculose 
bovina, embora a cultura bacteriológica ainda 
represente o padrão-ouro de diagnóstico, a difi-
culdade de obtenção de amostras, a escassez de 
M. bovis nas secreções bovinas e o tempo neces-
sário para se obter os resultados que muitas vezes 
podem resultar em falsos negativos (DUFFIELD 
et al., 1989), tornam pouco viável sua utilização 
rotineira. Em virtude da inexistência de eficientes 
métodos de diagnóstico direto que possam ser 
utilizados na análise de um grande número de 
amostras, alguns estudos vêm sendo feitos com o 
intuito de desenvolver métodos moleculares para 
detectar de forma direta a presença do M. bovis 
em amostras clínicas e assim identificar, de for-

ma mais precisa, animais e produtos de origem 
animal contaminados.

RomeRo et al. (1999), comparando a 
técnica de PCR com os testes de cultura e tuber-
culinização, concluíram que o método molecular 
é mais específico e sensível para detectar infec-
ções associadas com M. bovis em sangue, leite 
e muco nasal. A performance da PCR também 
já foi comparada com a necropsia e encontrou-
se uma correlação de 100% com os testes em 
amostras de linfonodos (VITALE et al., 1998). A 
técnica de PCR foi também utilizada com sucesso 
na detecção de M. bovis em amostras de tecido 
(WARDS et al., 1995), mesmo quando embebi-
dos em parafina (MILLER et al., 2002). 

A identificação do complexo M. tuberculo-
sis em amostras clínicas de bovinos tuberculosos 
é importante para os procedimentos veterinários, 
pois pode indicar a presença de M. bovis ou algu-
ma outra espécie desse complexo capaz de causar 
doença ao homem. Entretanto, a diferenciação 
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entre as espécies do complexo M. tuberculosis 
não se faz necessária na maior parte dos proce-
dimentos veterinários (collins et al., 1994), 
uma vez que o M. bovis é o agente etiológico da 
tuberculose bovina, e a identificação do complexo 
M. tuberculosis em amostras clínicas se referirá 
à presença do bacilo bovino. A identificação do 
complexo em leite indica a presença de agente 
infeccioso capaz de causar doença (tuberculose 
extrapulmonar) ao homem. 

neste estudo, demonstrou-se experimen-
talmente que a análise de leite por PRA é uma 
técnica sensível, específica, de rápida execução 
e permite detectar e identificar a presença do M. 
bovis através do perfil característico dos fragmen-
tos de restrição das micobactérias do complexo 
M. tuberculosis, mesmo quando presentes em 
concentrações muito baixas. Além disso, como de-
monstrado, não houve a necessidade de isolamento 
prévio dos microrganismos a serem analisados. o 
método de extração de DNA de micobactéiras foi 
aplicado diretamente no leite, tendo sido obtidos 
moldes de DNA capazes de serem amplificados 
pela pcR. 

Tais resultados mostram que é possível 
identificar M. bovis diretamente a partir de uma 
matriz complexa como o leite, tornando o processo 
de identificação rápido e eficiente. Isso porque se 
trata de método que não depende do procedimento 
de descontaminação da amostra, já que este, em até 
50% dos casos, não é bem-sucedido. Além disso, 
com a metodologia de extração de DNA utilizada 
– barata e de fácil execução –, foi possível obter 
uma boa sensibilidade do método de PCR. Tais 
características são importantes na popularização 
da metodologia molecular para identificação de 
Mycobacterium. 

conclusão

A PRA padronizada para analisar leite per-
mitiu a detecção de M. bovis em uma concentração 
mínima de 10 UFC/mL, em um dia de trabalho. 
Diante dos resultados apresentados, trata-se de  
técnica que permite auxiliar e/ou tornar-se uma 
alternativa aos trabalhosos e demorados métodos 
microbiológicos e bioquímicos de identificação 

de M. bovis, durante estudos epidemiológicos, 
principalmente em regiões consideradas de alto 
risco de transmissão. 

Esta técnica, empregada e otimizada em 
laboratório para identificar a presença M. bovis em 
leite proveniente de vacas ppD +, representa uma 
contribuição aos esforços feitos para a erradicação 
da tuberculose bovina no país.
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