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Mycobacterium bovis ¢ membro do complexo
Mycobacterium tuberculosis (MTBC), grupo este com-
posto por espécies com grande homologia genética. E o
agente etiologico da tuberculose bovina, importante zoo-
nose transmissivel ao homem, principalmente através da
inalacdo do bacilo e/ou pelo consumo de leite e derivados
nao-pasteurizados provenientes de vacas tuberculosas.
O objetivo deste estudo foi padronizar a identificagdo de
micobactérias do complexo M. tuberculosis presentes no
leite, por metodologia molecular. Fez-se a extragdo de DNA
diretamente do leite contaminado e realizou-se a identifica-
¢do molecular pela reagdo em cadeia da polimerase seguida
de analise de restricdo do fragmento amplificado (PRA).

RESUMO

Utilizaram-se inhagens de referéncia e leite cru artificial-
mente contaminado com M. bovis IP. Um fragmento de
441pb do gene Asp65 foi amplificado, tratado com BstEIL
e Haelll e empregou-se o perfil de restricdo enzimatica
obtido para identificar o complexo M. tuberculosis no
leite. Com a PRA foi possivel detectar com especificidade
e sensibilidade a presenga de M. bovis em até 10 UFC/mL
de leite. A metodologia padronizada podera auxiliar os
métodos microbioldgicos e bioquimicos tradicionalmente
usados na identificagdo do bacilo em alimentos suspeitos
de contaminagdo, como, por exemplo, o leite proveniente
de animais suspeitos de infecgdo por M. bovis.

PALAVRAS-CHAVES: Analise de perfil de restricdo enzimatica (PRA), complexo Mycobacterium tuberculosis, leite,

Mycobacterium bovis, limite de deteccao (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 Asp65 gene was amplified
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and digested by two restriction enzymes BstEIl and Haelll.
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),

INTRODUCAO

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 € o M. bovis se
destacam por serem os agentes causadores da
tuberculose humana e bovina, respectivamente. A
cepa infectante bovina ¢ a mais perigosa dentre as
espécies deste complexo, sendo capaz de infectar
muitas espécies de mamiferos, incluindo o homem
(O’ REILLY & DABORN, 1995).

A tuberculose bovina € uma zoonose (doen-
¢a ou infeccdo naturalmente transmissivel entre
os animais vertebrados e 0 homem) transmissivel
do gado para humanos diretamente pela via aero-
gena, mediante a inalacdo do M. bovis suspenso
no ar, ¢ indiretamente, pelo consumo de leite e de
produtos lacteos nao fervidos ou pasteurizados,
e com menor freqliéncia pela ingestdo de carne
e produtos carneos contaminados (WHO, 1993;
GRANGE & YATES, 1994).

O controle da tuberculose bovina e os pro-
gramas de erradicagdo (baseados no teste de tu-
berculina e sacrificio dos animais positivos), junto
com a pasteurizacdo do leite, diminuiram drasti-
camente a incidéncia de tuberculose bovina nos
animais e nos humanos, nos paises industrializa-
dos. Em paises onde a prevaléncia da tuberculose
bovina ¢ elevada ou onde os programas de controle
e erradicacao nao existem, ou ainda estao em fase
de implantagao, o leite e seus derivados ndo pas-
teurizados sdo considerados umas das principais
fontes de transmissdo da doenga (ASHFORD,
2001). Em tais paises, o leite contaminado com
M. bovis, oriundo de vacas doentes, ¢ a principal
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causa de linfoadenopatias cervicais (escrofula) e
de outras formas da tuberculose extrapulmonar
em humanos (MODA et al., 1996; COUSIVI et
al., 1998).

O teste imunoldgico indireto de tuberculini-
zagdo ¢ o método diagnodstico-padrao de escolha
para identificar os animais tuberculosos (OIE,
2000) e consiste na avaliagdo de uma reagdo de
hipersensibilidade tardia deflagrada em animais
previamente expostos ao bacilo da tuberculose,
provocada em resposta a inje¢ao intradérmica de
tuberculina, avaliado ap6s 72 horas. A sensibilida-
de do teste de tuberculinizagao varia entre 68%-
95%, enquanto sua especificidade foi estimada
entre 95%-99%. A sensibilidade pode ser afetada
por fatores iatrogénicos (CORREA & CORREA,
1981) tais como desensibilizacdo, imunosupres-
sdo pos-parto, intervalo pos-infecgao (CORREA
& CORREA, 1981), assim como por variagao da
dose e poténcia da tuberculina utilizada e da varia-
bilidade na avaliagao do edema pelo observador.
A especificidade, por sua vez, ¢ influenciada pela
sensibilizacdo que pode ocorrer pela exposi¢ao do
animal a M. avium, M. paratuberculosis ou por
micobactéria do meio ambiente (O’REILLY etal.,
1992; MONAGHAN et al., 1994). Essas falhas
no diagnodstico de tuberculose bovina provocam
resultados falsos-positivos (animais sem doenga)
e falsos-negativos (animais tuberculosos com
resultado da prova negativo). O diagndstico con-
firmatorio € feito apds a morte do animal e requer
o isolamento ¢ a identificacao de M. bovis, um
procedimento trabalhoso e demorado, que pode
levar até doze semanas (CORNER, 1994).

No Brasil, os indices oficiais de tuber-
culose bovina sdo de 1,3% do rebanho nacional
infectado, o que representa cerca de 2,5 milhdes
de animais tuberculosos. Pesquisas recentes con-
firmam que a infec¢@o se concentra em bovinos
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leiteiros, mas principalmente naqueles rebanhos
com algum grau de tecnificacdo, em que as taxas
de infec¢do podem chegar a 15% de rebanhos
com pelo menos um animal infectado (BRASIL,
2001). Mesmo nesses rebanhos tecnificados, o
leite muitas vezes ¢ distribuido in natura para
o consumo humano. Estima-se que 50% a 60%
do leite produzido no Brasil seja comercializado
sem qualquer controle sanitario, impondo risco de
transmissdo de tuberculose, bem como de outras
enfermidades, ao homem, através do consumo
de leite e derivados crus (FIGUEIREDO, 2007,
RUGGIERO, 2007).

Apesar de ndo haver estatisticas que quanti-
fiquem as perdas econdmicas impostas pela tuber-
culose bovina no Brasil, tampouco o comprometi-
mento humano, o Ministério da Agricultura langou
em janeiro de 2001 sua campanha de combate a
essa enfermidade. O Programa Nacional de Con-
trole e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT) visa combater essas enfermidades, na
populacdo bovina e bubalina, diminuindo a inci-
déncia e prevaléncia destas, a fim de minimizar
as perdas econdmicas e oferecer garantias de ino-
cuidade dos alimentos, considerando tanto a carne
como o leite e derivados, ao consumo interno, €
aumentar a competitividade dos nossos produtos
no mercado internacional.

Segundo SINHA (1994), 31,3% das vacas
em lactagdo, que se apresentam positivas ao teste
de tuberculinizagdo, 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 infec¢ao
clinica e subclinica podem excretar de 5 x 10* a
10° unidades formadoras de colonias (UFC) de M.
bovis por mL de leite. Além disso, o leite pode ser
contaminado por bacilos exdgenos provenientes
de equipamentos de ordenha sujos e mal lavados
(ABRAHAO, 2005). Trata-se de discrepancia que
dramatiza a necessidade de se obter um método
rapido, sensivel, especifico e seguro para identi-
ficar o bacilo bovino no leite.

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

DNA (PAl et al., 1997; MCNABB et al., 2004),
os métodos de hibridizacdo com sondas de DNA
(ELLNER et al., 1988), as analises de perfis de
acidos micolicos (LEITE et al., 1998), a técnica
de microarrays (FUKUSHIMA et al., 2003), vém
sendo utilizados para identificar de maneira mais
precisa e rapida as espécies de micobactérias
previamente isoladas.

Vérios métodos baseados em PCR para
identificagdao 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; ZUMARRAGA
et al., and PEREZ et al., 2002) ja foram descritos
baseados na amplificacdo de diferentes genes tais
como: pncA (BAROUNI et al., 2004; TRIGUI et
al., 2004); gyrB (LEAO etal., 2005), oxyR (SRE-
EVATSAN et al., 1996) e katG (HAAS, 1997) e
na seqiiéncia RvDIRv2031c (RODRIGUEZ el al.,
1995), a regido 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 etal., 2001; ZUMARRAZA et al.,
2001 e 2005) e o gene hsp65 (SREEVATSAN et
al., 2000; ZUMARRAGA et al., 2005).

Entretanto, para evitar a presenca de possi-
veis inibidores presentes na amostra clinica que
poderiam interferir com a performance da PCR
(DE WIT etal., 1990; CLARRIDGE et al., 1993,
NOLTE et al., 1993; LIEBANA et al., 1996;
MANGIAPAN et al., 1996), os pesquisadores
incluem o isolamento prévio das micobactérias,
para so entdo proceder a extracdo do DNA e a
PCR. Esse procedimento aumenta a sensibilidade
do método, mas requer que seja feito um trata-
mento inicial de descontaminagao da amostra com
NaOH concentrado (método de Petroff), sendo
que cerca de 50 % das amostras clinicas tratadas
dessa maneira nao apresentam colonias viaveis.

Apesar da vasta utilizagdo da PRA para
identificar e caracterizar novas espécies de mico-
bactérias, poucos estudos vém sendo realizados
para analisar a eficiéncia da PRA na identifica-
¢ao do complexo Mycobacterium turberculosis
em leite e tecidos. No Brasil, ARAUJO, et al.
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(2005) usaram a PRA para identificar a presenga
do complexo Mycobacterium tuberculosis em
quatro colonias isoladas de carcacgas bovinas com
lesdes de tuberculose ndo identificados na PCR
espécie-especifica 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 atipicas
isoladas de leite cru na Turquia, demonstrando a
confiabilidade dessa técnica molecular, em com-
paragdo com a identificacdo bioquimica.

Neste estudo, empregou-se a PRA para anali-
sar e detectar a presenga de M. bovis em amostras de
leite, identificando-o através do perfil de restrigao
do complexo M. tuberculosis. O método utilizado
baseia-se na obtencdo de amostras de DNA de
micobactérias diretamente do leite, sem etapas de
isolamento, seguida da amplificacao de parte da se-
qiiéncia do gene Asp65 (altamente conservada entre
o género Mycobacterium ) por PCR, e da digestao
do fragmento amplificado com as enzimas de res-
trigdo BstEIl ¢ Haelll (TELENTI et al., 1993).

MATERIAL E METODOS
Microorganismos utilizados e meios de cultura

Utilizaram-se trés linhagens de referéncia
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
colonias 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 sddio
(LJP).

Obteng¢ao das amostras de leite

Escolheram-se vacas negativas ao teste de
tuberculinizacao (nao tuberculosas) para coleta de
amostras de leite para a padronizagdo do método.
Ap6s lavagem do tbere dos animais, foram cole-
tados, assepticamente, cerca de 500 mL de leite,
por ordenha manual, descartando-se os primeiros
jatos.

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

Preparacao do inoculo de M. bovis

Uma al¢ada contendo células de M. bovis IP
em fase ativa de crescimento foi ressuspensa em
ImL de 4gua destilada estéril em tubo falcon de
50 mL contendo perdlas de vidro. Apds agitacao
vigorosa ajustou-se a turbidez da suspensao a 1
pela escala McFarland, correspondendo a 3,0 x 10°
UFC/mL (COUSINS et al., 1991; KOGAGOZ et
al., 1993). Para conferir a concentragdo das células
na suspensdo-estoque, diluicdes seriadas de 1:10
foram preparadas, e inoculou-se 0,1 mL de cada
diluicdo em LJP 0,47% sendo incubados a 37°C
por até oito semanas. Empregou-se o nimero de
coldnias (UFC) obtidas para ajustar o nimero de
células na suspensdo-estoque. Diluigdes seriadas
de 10°a 108 CFU foram preparadas, centrifugadas
e o sedimento inoculado em ImL de leite para
posterior analise.

Extracao de DNA de culturas puras

Obteve-se DNA gendémico de cada uma das
linhagens de Mycobacterium pelo método da lise
térmica. Células crescidas em meio LP ou LPJ fo-
ram ressuspensas em 400uL tampao TET (10mM
Tris-HCI, ImM EDTA com 1% Triton X-100,
pHS,0). Submeteu-se a suspensdo celular a trés
ciclos de choque térmico (dez minutos a 100°C,
seguidos por dez minutos a -20°C), centrifugados
a 14.000xg por cinco minutos, e utilizaram-se SuL
do sobrenadante como molde de DNA na PCR
(SILVA et al., 2001).

Extracdo 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 obtenc¢ao de moldes de DNA para as reagdes
de PCR. A extra¢dao do DNA foi feita de acordo
com modificagio do método descrito por LEAO
et al. (2004). Resumidamente, centrifugaram-se
amostras (ImL) previamente contaminadas a
10.000xg por cinco minutos, sendo descartado
o sobrenadante obtido de cada uma delas, € o
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sedimento lavado trés vezes com tampao TE
(100mM Tris-HCI, 10mM EDTA pH 8,0), res-
suspenso em 75ul. de TE e 25uL de solugdo de
lisozima (10mg/mL) e incubado por trinta minu-
tos a 37°C. Trés puL de proteinase K (20mg/mL),
20 pL de SDS 10% e TE foram adicionados até
um volume final de 200 pL, incubados a 65°C
por quinze minutos. A suspensao foi tratada com
300 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1v/v), centrifugada a 14.000xg por cinco
minutos. Transferiu-se o sobrenadante aquoso
para um tubo de microcentrifuga e 30 uL de
acetato de sodio 3M pH 4.8, sendo 300 pL de
isopropanol gelado adicionados a ele. Obteve-se
0 DNA por precipitagdo a -20°C por 18-24h apos
centrifugacdo a 14.000xg por quinze minutos.
O DNA precipitado foi lavado com 300 pL de
etanol a 70% e ressuspenso em 10 pL de dgua
miliQ estéril. Empregaram-se 5 pL da suspensdo
na reagao da PCR.

PCR — Restriction Enzyme Analysis (PRA)

A mistura de reacao para PCR continha
5uL do molde de DNA, 50 pmol de oligonu-
gleotideos purificados e dessalinizados Tb11
(5’-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tbl12
(5’- CTTGTCGAACCGCATACCCT) (Invitro-
gen) (TELENTI et al., 1993), 2,0mM MgCl2,
0,2 mM de cada deoxirribonucleosideo trifosfato
dNTPs (Pharmacia Biotech) e 2,5 U de Tag DNA
polimerase recombinante (Invitrogem Life Te-
chnologies), SuL do tampao da enzima 5x con-
centrado pH 8,1, em um volume final de 50uL.
Procedeu-se a PCR em termociclador automatico
(Perkin Elmer Gene Amp PCR system 2400) nas
seguintes condic¢des: 95°C por dez minutos, 45
ciclos de um minuto a 94°C (desnaturagdo), um
minuto a 65°C (anelamento), um minuto a 72°C
(extensdo), e mais um ciclo de sete minutos a
72°C, para extensao final do fragmento. Os pro-
dutos de 441pb amplificados foram analisados
por eletroforese em gel de agarose 2%, corados
com brometo de etidio (10ug/mL) e visualizados
em transluminador de U.V (302nm).

Incubaram-se quinze microlitros do produ-
to de reag¢ao de PCR com 5U da enzima Bs?EII

(Bioagency) a 65°C por duas horas e outros 15 pLb
do produto com a enzima Haelll (Bioagency) a
37°C, também por duas horas.

Identificacao do Complexo M. tuberculosis

Realizou-se a analise da restricdo enzimatica
em gel de agarose 4% e, com auxilio do padrao de
fragmentos de 50pb (PROMEGA), compararam-
se os resultados com dendogramas disponiveis
na literatura (DEVALLOIS et al., 1997; LEAO
et al., 2004).

RESULTADOS

Identificacdo do complexo M. tuberculosis pela
PRA

Para identificar o complexo M. tuberculosis
(MTBC), foram realizadas PCRs usando os DNAs
moldes obtidos das linhagens de referéncia 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 Asp65, sendo que o fragmento
amplificado foi digerido com duas endonucleases,
BstEIl e Haelll.

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

A clivagem do fragmento de 44 1pb do gene
hsp65 com as endonucleases BstEIl e Haelll 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; LEAO et al., 2004).

De fato, quando o fragmento de 441pb
amplificado a partir do DNA molde de M. bovis
foi tratado com as endonucleases BstEIl e Haelll
(Figura 1B e 1C, raias 3) obtiveram-se os perfis de
restri¢ao 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

FIGURA 1. Identificacdo do com-
plexo M. tuberculosis por PRA:
PAINEL A — DNA obtido de trés
diferentes Mycobacterium sp. por
lise térmica, amplificado com os
oligonuleotideos TB11 e TB12;
fragmentos amplificados e visuali-
zados em gel de agarose 2%, corado
com brometo de etideo. linha P:
padrdo 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 —
Analise dos fragmentos de digestao B
enzimatica por eletroforese em gel

de agarose 4% dos amplicados ob-

235pb

120 pb
80ph

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

441pb

150pb
120pk
TOpb

C

tidos no painel A: linha P: padrdo de tamanho de fragmentos (50pb); linhas de 1 a 3 perfil de bandas apds a digestdo com
a enzima BsfEIl para M. avium, M. fortuitum e M. bovis, respectivamente. PAINEL C — O perfil de bandas obtidos ap6s

digestdo com a enzima Haelll para os mesmos microrganismos.

Deteccao pela PRA de M. bovis em leite artificial-
mente contaminado

Para verificar se seria possivel identificar,
por PRA, micobactérias do complexo M. tuber-
culosis que eventualmente seriam excretadas no
leite de vacas tuberculosas, procedeu-se a uma
adaptagdo da metodologia, como descrito antes,
contaminando-se artificialmente amostras de leite
cru com M. bovis IP em diferentes concentragdes
(10°— 108 UFC/mL de leite).

Preparou-se o DNA a partir de 1mL das
amostras de leite contaminado, mediante método
de extracdo com lisozima-SDS, anteriormente
utilizado como molde de DNA nas reagdes de
PCR para amplificagao da seqiiéncia do gene
hsp65. O produto amplificado foi tratado com as
endonucleases BstEIl e Haelll e os perfis de res-
tricdo foram analisados em gel de agarose 4%.

Como mostrado na Figura 2A, foi possivel
obter DNA amplificavel de micobactérias presen-
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tes no leite sem a necessidade de isolar tais micror-
ganismos. Como esperado, quando o amplificado
de 441bp foi digerido com as endonucleases BstEIl
e Haelll (Figura 2B raias: a - h e i - 0), obteve-se
o perfil de fragmentos de restri¢ao (245pb, 120pb,
80pb; 150pb, 120pb, 70pb) correspondente a M.
bovis. Além disso, estabeleceu-se que o limite
minimo de detecg¢do de M. bovis com essa me-
todologia foi de 10 UFC/mL de leite (Figura 2A
raia 8).

A PRA otimizada neste estudo ¢ um método
especifico, sensivel e rapido, que permitiu detectar
membros do complexo M. tuberculosis no leite,
sem a necessidade de fazer o isolamento de mi-
Croorganismos.

Tanto a extragdo de DNA de micobactéiras
diretamente do leite quanto a amplificagdo 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 presenca de
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minerais, proteinas, glébulos de gordura e células
epiteliais do hospedeiro presentes no leite, os quais
poderiam reduzir a quantidade de DNA total passi-

FIGURA 2. Limite de
deteccao de M. bovis em
leite artificialmente con-
taminado. PAINELA -1
mL de leite cru, artificial-
mente contaminado com
dilui¢des de M. bovis 108
a 10° UFC/mL. DNA
extraido pelo método de
lisozima-SDS, amplifica-
do e visualizado em gel
de agarose 2% corado
com brometo de etideo.

441pb —»

E:l
245ph —

125ph —
a0pb —

abcdefghP.i

vel de extragao, ou ainda inibir a amplificagdo do
DNA molde por inibicdo da DNA polimerase.

8 89 10

i E Il mmao

150pb
140pb
TOopb

B

Linha P: padrio 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, 10° UFC/mL; linha 10, controle negativo (leite sem contaminagéo). PAINEL B — Andlise dos fragmentos de
digestdo enzimatica por eletroforese em gel de agarose 4% nas concentragdes de 10% a 10' UFC/mL: Linha P: padréo de
tamanho de fragmento 50pb (Promega); Linhas a—h digestdo com a enzima Bs¢EIl (245pb, 125pb, 80pb) e linhas i—o com

a enzima Haelll (150pb, 140pb, 70pb).

DISCUSSAO

O método de diagnodstico mais confidvel
para doencas transmitidas por microorganismos
¢, sem duvida, o isolamento e identificacdo do
agente etiologico a partir de lesdes ortundas dos
animais doentes. No entanto, em tuberculose
bovina, embora a cultura bacteriologica ainda
represente o padrao-ouro de diagnostico, a difi-
culdade de obtencdo de amostras, a escassez de
M. bovis nas secregdes bovinas e o tempo neces-
sario para se obter os resultados que muitas vezes
podem resultar em falsos negativos (DUFFIELD
et al., 1989), tornam pouco viavel sua utilizagdo
rotineira. Em virtude da inexisténcia de eficientes
métodos de diagnostico direto que possam ser
utilizados na andlise de um grande numero de
amostras, alguns estudos vém sendo feitos com o
intuito de desenvolver métodos moleculares para
detectar de forma direta a presenga do M. bovis
em amostras clinicas 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-
culiniza¢do, concluiram que o método molecular
¢ mais especifico e sensivel para detectar infec-
coes associadas com M. bovis em sangue, leite
e muco nasal. A performance da PCR também
jé foi comparada com a necropsia e encontrou-
se uma correlagao de 100% com os testes em
amostras de linfonodos (VITALE etal., 1998). A
técnica de PCR foi também utilizada com sucesso
na detecgdo de M. bovis em amostras de tecido
(WARDS et al., 1995), mesmo quando embebi-
dos em parafina (MILLER et al., 2002).

A identificagdo do complexo M. tuberculo-
sis em amostras clinicas de bovinos tuberculosos
¢ importante para os procedimentos veterinarios,
pois pode indicar a presenga de M. bovis ou algu-
ma outra espécie desse complexo capaz de causar
doenca ao homem. Entretanto, a diferenciacao
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entre as espécies do complexo M. tuberculosis
ndo se faz necessaria na maior parte dos proce-
dimentos veterindrios (COLLINS et al., 1994),
uma vez que o M. bovis é o agente etiologico da
tuberculose bovina, € a identificagao do complexo
M. tuberculosis em amostras clinicas se referird
a presenca do bacilo bovino. A identificagdo do
complexo em leite indica a presenca de agente
infeccioso capaz de causar doenca (tuberculose
extrapulmonar) ao homem.

Neste estudo, demonstrou-se experimen-
talmente que a analise de leite por PRA ¢ uma
técnica sensivel, especifica, de rapida execugdo
e permite detectar e identificar a presenga do M.
bovis através do perfil caracteristico dos fragmen-
tos de restricdo das micobactérias do complexo
M. tuberculosis, mesmo quando presentes em
concentragdes muito baixas. Além disso, como de-
monstrado, ndo houve a necessidade de isolamento
prévio dos microrganismos a serem analisados. O
método de extragao 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 ¢ possivel
identificar M. bovis diretamente a partir de uma
matriz complexa como o leite, tornando o processo
de identificagdo rapido e eficiente. Isso porque se
trata de método que ndo depende do procedimento
de descontaminacao da amostra, ja que este, em até
50% dos casos, nao ¢ bem-sucedido. Além disso,
com a metodologia de extracdo de DNA utilizada
— barata e de facil execugdo —, foi possivel obter
uma boa sensibilidade do método de PCR. Tais
caracteristicas sdo importantes na popularizagdo
da metodologia molecular para identificacdo de
Mycobacterium.

CONCLUSAO

A PRA padronizada para analisar leite per-
mitiu a deteccdo de M. bovis em uma concentragao
minima 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
microbioldgicos e bioquimicos de identificagdo
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de M. bovis, durante estudos epidemiologicos,
principalmente em regides consideradas de alto
risco de transmissao.

Esta técnica, empregada e otimizada em
laboratdrio para identificar a presenga M. bovis em
leite proveniente de vacas PPD +, representa uma
contribui¢do aos esforgos feitos para a erradicagdo
da tuberculose bovina no pais.
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