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Resumo: A regido do Vale do Taquari & um importante polo de produgao leiteira no Rio Grande do Sul. O leite e seus
derivados sao frequentemente contaminados por uma série de patdgenos, entre estes, o Mycobacterium bovis, considerado
o principal agente causador da tuberculose bovina. O presente estudo teve como objetivo analisar a presenga de
Mycobacterium bovis através da técnica da Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de leite bovino in natura,
oriundas de produtores da regiao do Vale do Taquari, RS. Nos meses de julho a dezembro, as amostras de leite bovino
in natura de oito produtores de médio porte foram submetidas a extragdao de DNA e, em seguida, foi realizada a PCR
para a detec¢ao do fragmento de 500 pb (pares de bases) correspondente ao DNA de M. bovis. Considerando o método
de extragao de DNA empregado, nenhuma das amostras foi positiva para a presenga de M. bovis no periodo avaliado. Os
resultados indicam que a técnica de PCR pode ser utilizada para detectar M. bovis em amostras de leite complementando
os métodos tradicionais.
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INTRODUCAO

O leite bovino constitui um dos alimentos basicos da nutri¢ao humana. Esta presente na
alimentagao de individuos de todas as idades e classes sociais, principalmente, na dieta de criangas
e idosos (NICOLAU et al., 2004). De acordo com VILELA et al. (2002), além da importancia
nutricional, a atividade leiteira tem grande importancia econdmica e social, principalmente na
geracao de empregos e de renda para a populagao. Os empregos gerados por esta atividade superam
importantes setores como o automobilismo, a construgéo civil, o textil e o setor sidertirgico.

O Brasil é o sexto maior produtor de leite, tendo produzido, em 2007 mais de 24 bilhdes de
litros, o que demonstra a importancia desta atividade para o pais (GUIMARAES, 2006). A regiao
do Vale do Taquari é reconhecida como um grande polo da industria leiteira no estado do Rio
Grande do Sul (RS). Essa regiao apresenta um grande ntimero de pequenos e médios produtores
da indtstria de laticinios, parte deles abastecedores das indtistrias de grande porte encontradas na
regiao e no estado. A microrregido Lajeado-Estrela se destaca no Rio Grande do Sul como uma das
maiores produtoras de leite, ocupando a 18 posi¢ao no ranking nacional, dentre as 57 microregides
que produziram em 2007 mais de 130 milhdes de litros de leite (EMBRAPA, 2011).
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A riqueza nutricional do leite faz com que ele seja suscetivel ao ataque de varios micro-
organismos. Dessa forma, a contaminagao microbiana do leite cru pode ser influenciada pela
satide da glandula mamaria, pelo ambiente em que a vaca fica alojada, pela higiene durante a
ordenha e pelos procedimentos realizados para a limpeza dos equipamentos de ordenha (SANTOS
e FONSECA, 2001). Além disso, fatores como a temperatura e o tempo de armazenamento do
leite estao diretamente relacionados com a multiplica¢do de micro-organismos presentes no leite
(FONSECA, 1998).

A qualidade do produto final esta diretamente relacionada com a presenc¢a de uma elevada
carga de micro-organismos no leite ao chegar a indtistria beneficiadora, pois as bactérias ali presentes
podem afetar a qualidade do leite e de seus derivados, através da degradagdao de gorduras, de
proteinas ou de carboidratos e pela produgao de substancias capazes de alterar as propriedades
fisico-quimicas, importantes na sua manutengdo (COUSIN, 1982; MA et al., 2000).

A legislagao brasileira exige que o leite e seus derivados, antes de serem destinados ao
consumo humano, passem pela fiscalizagao sanitaria determinada pelo governo. O produto, in natura,
deve passar pelo processo de pasteurizagao, visando a redugdo ou eliminagao de possiveis micro-
organismos patogenicos. Quando as regras de produgao, embalagem, transporte e armazenamento
nao sao respeitadas, o alimento pode se tornar um veiculo de transmissao de patogenos aos
consumidores. No Brasil, a Instru¢ao Normativa n° 51, de 2002, estabelece os requisitos minimos
para a produgdo, identidade e qualidade do leite, que devem ser cumpridos a fim de garantir a
manuten¢ao de valores nutricionais adequados no alimento, bem como a manuteng¢ao de indices
sanitarios corretos (BRASIL, 2002).

Diversos estudos comprovam a presenca de varios tipos de micro-organismos patogenicos
em amostras de leite, Pardo et al. (2001) isolaram Mycobacterium spp. em 10% das amostras de leite de
vacas suspeitas ou positivas para tuberculose ao teste de Stormont. No estudo realizado por Moura
et al. (1993), foram isolados Listeria spp., em 12,7% das amostras de leite cru e 0,9% das amostras de
leite pasteurizado. Além disso, Ahmadi et al. (2010) identificaram a presenga de Staphylococcus aureus
nas amostras de leite cru coletadas de bovinos. Além desses estudos, foi demonstrada a presenca de
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Corynebacterium bovis, Streptococcus agalactiae e Staphylococcus
spp em amostras de leite provenientes de pequenas propriedades no Estado de Sao Paulo. Este
estudo também mostrou elevados niveis de residuos antimicrobianos nas amostras, caracterizando
a falta de controle e medidas adequadas para a produgao do leite (RIBEIRO et al., 2009).

Um importante patogeno envolvido na contaminac¢ao de alimentos como o leite, & o
Mycobacteiruim bovis, que pode ser transmitido ao homem através do consumo de leite e seus
derivados nao-pasteurizados provenientes de vacas tuberculosas e/ou através da inalagdao do bacilo
(FIGUEIREDO et al., 2008).

A tuberculose bovina é uma zoonose causada pelo micro-organismo Mycobacterium bovis,
cujo hospedeiro primario é o boi, mas outros mamiferos, incluindo o homem, sao susceptiveis a este
micro-organismo (ABRAHAO, 1999). A doenga é provocada por um bacilo que pertence ao género
Mycobacterium, do qual fazem parte cerca de 70 espécies. As espécies causadoras da tuberculose
classica foram agrupadas no complexo Mycobacterium tuberculosis da qual fazem parte: M.tuberculosis,
M.bovis, M.africanum, M.microti, M.canettii e M.caprae (ARANAZ et al., 2003).

O bacilo M. bovis pode sobreviver fora de um hospedeiro animal, no meio ambiente, em
condi¢bes favoraveis, por mais de dois anos (DUFFIELD e YOUNG, 1985), sendo resistente a
diversos desinfetantes quimicos, com excegao de agentes desnaturantes de proteinas como o fenol,
formol, cresol e alcool.

A tuberculose apresenta elevada incidencia em abatedouros e em trabalhadores rurais.
Estima-se, que na América latina, cerca de 2% da tuberculose humana pulmonar e 8% de
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toda tuberculose humana nao pulmonar seja causada pelo M. bovis (COSIVI et al., 1998). Nao é
possivel distinguir a tuberculose humana causada pelo M. bovis da causada pelo M. tuberculosis.
A contaminagdo é comum em criangas e adolescentes pelo consumo de leite contaminado, sendo
que no Brasil, cerca de 40% do leite produzido é clandestino e consumido tanto in natura quanto
na forma de derivados como queijos e iogurtes (ABRAHAO, 1999). A contaminag¢do do rebanho
leva a perdas econodmicas, ocorrendo redugao de 10 a 20% da produgao de leite e ganho de peso,
infertilidade e condenagao de carcagas nos frigorificos. O programa instaurado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento intitulado: Programa Nacional de Controle e Erradicacao da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) reduziu a notificagdo de casos de tuberculose bovina no pais
(BRASIL, 2006).

Atualmente, varios métodos diagnosticos para o controle da tuberculose estao disponiveis,
portanto, os resultados laboratoriais obtidos deverao sempre ser avaliados em conjunto com os
achados clinicos (RUGGIERO et al., 2007). O diagnbstico in vivo da tuberculose bovina é realizado
pelo exame clinico e o teste tuberculinico (PPD). Apods a morte, é diagnosticada pelos exames
histopatologicos e bacteriologicos. Cerca 30% das vacas em lactagao, que se apresentam positivas
ao teste da tuberculina eliminam o bacilo no leite, no entanto apenas 4% desses animais eliminam
o bacilo em quantidade suficiente para ser avaliada através de cultura bacteriologica (HAMAMA,
1995). Também foi demonstrado que vacas com infecgdo clinica e subclinica podem excretar de 5 x
10? a 10° unidades formadoras de colonias (UFC) de M. bovis por mililitro de leite (HAMAMA, 1995;
ZANINI et al., 1998). Além disso, bacilos exdgenos provenientes de equipamentos de ordenha sujos
e mal lavados podem contaminar o leite (ABRAHAO, 2005).

Devido a grande importancia desta patologia e a dificuldade de se obter um diagnostico
rapido e preciso, alguns estudos (FEKETE et al.,, 1992; MATAR et al.,, 1996, GALLIEN et al,,
1998; ROMERO e LOPEZ-GONI, 1999; JORDAO-JUNIOR et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2008,
ZUMARRAGA et a.l, 2012) mostram o uso de técnicas moleculares para a detecgao deste e de outros
micro-organismos. A técnica da reagao em cadeia da polimerase (PCR) consiste na reprodugéo, in
vitro, do processo de duplicagao do DNA (acido desoxirribonucléico), ou seja, através da duplicagao
se obtém quantidades consideraveis do DNA de interesse, sendo possivel a sua identificagao
(WATSON et al., 2006).

Assim como outros métodos moleculares, a PCR apresenta caracteristicas favoraveis para o
diagnostico rapido da tuberculose, pois reduzem o tempo para o diagnostico de meses para alguns
dias, além de apresentarem alta especificidade e sensibilidade, sendo capaz de detectar quantidades
muito pequenas de bacilos vivos ou mortos na amostra (ABRAHAO, 1999; BEIGE et al., 1995).
Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo analisar a presenga de Mycobacterium bovis
em amostras de leite bovino in natura oriundas da regido do Vale do Taquari, RS.

MATERIAIS E METODOS

A analise foi realizada nos meses de julho a dezembro, sendo as amostras de leite bovino
in natura obtidas de oito produtores de médio porte da Regiao do Vale do Taquari, RS. A extragao
de DNA a partir do leite in natura foi feita com o Kit Comercial Chemagic (Chemagen®), conforme
as instru¢des do fabricante, realizando-se, inicialmente, lavagens conforme o protocolo descrito
por AHMADI et al. (2010). As lavagens tem a finalidade de remover as substancias do leite, como
gorduras e proteinas, que poderiam interferir no processo de amplificac¢ao pela PCR. Apos o
isolamento, o DNA bacteriano foi estocado a -20°C para posterior analise por PCR.

A PCR foi feita utilizando a Supermix (Invitrogen®) com os seguintes primers especificos
para a amplificagdao do fragmento de 500 pb (pares de bases), correspondente ao DNA de M. bovis
(TABELA 1).
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Tabela 1: sequéncia dos primers escolhidos para o estudo.

. . . Fragmento .
Micro-organismo Primers Referéncia

amplificado

. sense 5' TGCTCCGCTGATGCAAGTGC 3'
M. bovis ) 500 pb JORDAO JUNIOR et al., 2005.
antisense 5’'CGTCCGCTGACCTCAAGAAG 3

As amplificagdes foram realizadas utilizando termociclador automatico TECHNE-TC512
nas seguintes condi¢des: 35 ciclos de 94°C por 60 segundos, 64°C por 60 segundos, e 72°C por 60
segundos foram precedidos por um ciclo de desnaturagao inicial de 94°C por 5 minutos e seguidos
por um passo de extensdo final de 72°C por 10 minutos. Para visualiza¢ao do fragmento de 500 pb
de M. bovis, foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1,5 % . Para controle positivo, utilizou-se
DNA bacteriano de M. bovis pronto para PCR, cedido pelo Instituto Biologico de Sao Paulo, SP. O
controle negativo foi feito com condi¢des iguais as demais amostras, exceto por conter agua ao invés
de DNA.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados deste estudo mostram que a técnica de PCR foi eficiente para a detecgdo de M.
bovis, pois resultou na amplificagao de um fragmento de 500 pb correspondente ao DNA de M.
bovis. Além disso, todas as amostras de leite bovino in natura dos meses de julho a dezembro foram
negativas para a presenga de M. Bovis pela técnica de PCR, o que indica que as amostras de leite nao
estavam contaminadas pelo patogeno (FIGURA 1).

Figura 1. Detecc¢ao de M. bovis pela técnica de PCR utilizando o protocolo de extragao do Kit Comercial
Chemagic (Chemagen®). A a H= produtores, C+ = controle positivo com DNA de M. bovis. C- =
controle negativo. M = Marcador molecular 100 pb (Invitrogen); gel de agarosel,5%.

Julho Agosto Setembro
| (06/07) | (02/08) | (06/09) | Outubro |

Novembro Dezembro
[ (08/11) | (06/12) |

C+ M. bovis
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A especificidade da sequéncia do DNA de M. bovis avaliada no presente estudo (fragmento de
500pb) foi confirmada em estudo prévio de JORDAO-JUNIOR et al. (2005), que utilizaram amostras
de leite tipo A, contaminadas artificialmente com diferentes dilui¢des da cepa de M. bovis ANS5. Foi
verificada a amplificagao de um fragmento de 500pb correspondente a M. bovis até a dilui¢ao de 10*
UFC/mL. Outro estudo avaliou a presenca de M. bovis e de outras micobactérias potencialmente
patogeénicas em amostras de tecido e leite de bovinos, através do isolamento de DNA bacteriano,
entretanto, as analises foram feitas apos a semeadura das amostras meio CE cultura Lowenstein-
Jensen. (LEITE et al., 2003).

Além destes estudos, FIGUEIREDO et al. (2008), testaram uma metodologia que fosse
capaz de identificar a presenga de micobactérias do complexo M. tuberculosis diretamente do leite.
A extragao do DNA bacteriano foi realizada diretamente do leite previamente contaminado com
diferentes dilui¢des de M. bovis. Posteriormente, realizou-se a identificagdo molecular do complexo
M. tuberculosis pela reagao em cadeia da polimerase, seguida da analise de restri¢ao do fragmento
amplificado (PRA), utilizada para identificar o M. bovis. Os resultados obtidos neste estudo mostram
que as técnicas moleculares empregadas permitem a detec¢ao de M. bovis diretamente do leite, de
forma rapida e eficiente, mesmo que presente em concentragdes muito baixas.

Ainda hoje, o teste da tuberculina & o método oficial de diagnostico da tuberculose, portanto,
a técnica de PCR surge como um complemento para os demais testes de diagnostico da tuberculose.
VITALE et al. (1998) compararam o desempenho da técnica de PCR com a necropsia de amostras de
nddulo linfatico, pulmao e tibere de animais que apresentavam teste tuberculinico positivo antes de
serem abatidos. Nesse caso, houve uma correlagido de 100% entre a necropsia e a técnica de PCR, ou
seja, a infecgdo foi confirmada em todas as amostras analisadas.

Além disso, a PCR pode ser uma 6tima alternativa, na qual a eficiéncia do teste tuberculinico
é zero, como nos casos de tuberculose mamaria (ZANINI et al., 1998). ROMERO et al. (1999)
compararam a performance da técnica molecular com os testes de cultura e o teste de tuberculina
(PPD) na detecgao de infec¢des causadas pelo M. bovis no leite, muco nasal e sangue. As amostras
de sangue, leite e muco nasal foram coletadas de cinquenta animais livres da tuberculose, ou seja,
PPD negativos. Cada uma delas foi dividida em dois recipientes, um para cultura e coloragao e
outro para o isolamento do DNA cromossomico. Os resultados desse estudo indicam que quando
comparada com as demais técnicas que obtiveram positividade para apenas uma amostra, o método
molecular é mais especifico e mais sensivel na detecgao de M. bovis, pois foi capaz de detectar esse
micro-organismo nos 3 tipos de amostras analisadas.

A técnica de PCR é considerada uma ferramenta til na caracterizagdo epidemiologica
de animais infectados em areas consideradas de alto risco de transmissao de M. bovis, além de
apresentar uma maior especificidade e sensibilidade do que os testes convencionais.

CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados, pode-se verificar que a técnica de PCR é um método molecular
que surge como uma Otima alternativa para a redugdo do tempo necessario para a identificagao
da M. bovis, substituindo, desta forma, os trabalhosos e demorados métodos microbiologicos e
bioquimicos utilizados na identificagdo dessa bactéria. Além disso, essa técnica surge como uma
grande aliada para a diminui¢do dos casos de tuberculose bovina no pafs, através da analise de leite
cru proveniente de vacas contaminadas com a doenga.

Portanto, ainda sdo necessarios estudos posteriores que busquem a extragao de DNA de M.
bovis em leite contaminado artificialmente, através da inoculacao de diferentes concentragdes de
suspensdes de M. bovis no leite, para que se possa identificar a sensibilidade do protocolo do Kit
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Comercial Chemagic (Chemagen®) e desta forma, avaliar o desempenho da técnica para a detecgao
de M. bovis no leite.
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