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ANÁLISE DA PRESENÇA DE MYCOBACTERIUM BOVIS ATRAVÉS 
DA TÉCNICA DE REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) EM 

AMOSTRAS DE LEITE BOVINO IN NATURA NA REGIÃO DO VALE DO 
TAQUARI, RS
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Resumo: A região do Vale do Taquari é um importante polo de produção leiteira no Rio Grande do Sul. O leite e seus 
derivados são frequentemente contaminados por uma série de patógenos, entre estes, o Mycobacterium bovis, considerado 
o principal agente causador da tuberculose bovina. O presente estudo teve como objetivo analisar a presença de 
Mycobacterium bovis através da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em amostras de leite bovino in natura, 
oriundas de produtores da região 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 à extração de DNA e, em seguida, foi realizada a PCR 
para a detecção do fragmento de 500 pb (pares de bases) correspondente ao DNA de M. bovis. Considerando o método 
de extração de DNA empregado, nenhuma das amostras foi positiva para a presença de M. bovis no período 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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INTRODUÇÃO

O leite bovino constitui um dos alimentos básicos da nutrição humana. Está presente na 
alimentação de indivíduos de todas as idades e classes sociais, principalmente, na dieta de crianças 
e idosos (NICOLAU et al., 2004). De acordo com VILELA et al. (2002), além da importância 
nutricional, a atividade leiteira tem grande importância econômica e social, principalmente na 
geração de empregos e de renda para a população. Os empregos gerados por esta atividade superam 
importantes setores como o automobilismo, a construção civil, o têxtil e o setor siderúrgico.

O Brasil é o sexto maior produtor de leite, tendo produzido, em 2007 mais de 24 bilhões de 
litros, o que demonstra a importância desta atividade para o país (GUIMARÃES, 2006). A região 
do Vale do Taquari é reconhecida como um grande polo da indústria leiteira no estado do Rio 
Grande do Sul (RS). Essa região apresenta um grande número de pequenos e médios produtores 
da indústria de laticínios, parte deles abastecedores das indústrias de grande porte encontradas na 
região e no estado. A microrregião Lajeado-Estrela se destaca no Rio Grande do Sul como uma das 
maiores produtoras de leite, ocupando a 18ª posição no ranking nacional, dentre as 57 microregiões 
que produziram em 2007 mais de 130 milhões de litros de leite (EMBRAPA, 2011).
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A riqueza nutricional do leite faz com que ele seja suscetível ao ataque de vários micro-
organismos. Dessa forma, a contaminação microbiana do leite cru pode ser influenciada pela 
saúde da glândula mamária, 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 estão diretamente relacionados com a multiplicação de micro-organismos presentes no leite 
(FONSECA, 1998). 

A qualidade do produto final está diretamente relacionada com a presença de uma elevada 
carga de micro-organismos no leite ao chegar à indústria beneficiadora, pois as bactérias ali presentes 
podem afetar a qualidade do leite e de seus derivados, através da degradação de gorduras, de 
proteínas ou de carboidratos e pela produção de substâncias capazes de alterar as propriedades 
físico-químicas, importantes na sua manutenção (COUSIN, 1982; MA et al., 2000).

A legislação brasileira exige que o leite e seus derivados, antes de serem destinados ao 
consumo humano, passem pela fiscalização sanitária determinada pelo governo. O produto, in natura, 
deve passar pelo processo de pasteurização, visando à redução ou eliminação de possíveis micro-
organismos patogênicos. Quando as regras de produção, embalagem, transporte e armazenamento 
não são respeitadas, o alimento pode se tornar um veículo de transmissão de patógenos aos 
consumidores. No Brasil, a Instrução Normativa nº 51, de 2002, estabelece os requisitos mínimos 
para a produção, identidade e qualidade do leite, que devem ser cumpridos a fim de garantir a 
manutenção de valores nutricionais adequados no alimento, bem como a manutenção de índices 
sanitários corretos (BRASIL, 2002).

Diversos estudos comprovam a presença de vários tipos de micro-organismos patogênicos 
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 presença de Staphylococcus aureus 
nas amostras de leite cru coletadas de bovinos. Além desses estudos, foi demonstrada a presença de 
Staphylococcus aureus, Streptococcus spp, Corynebacterium bovis, Streptococcus agalactiae e Staphylococcus 
spp em amostras de leite provenientes de pequenas propriedades no Estado de São Paulo. Este 
estudo também mostrou elevados níveis de resíduos antimicrobianos nas amostras, caracterizando 
a falta de controle e medidas adequadas para a produção do leite (RIBEIRO et al., 2009). 

Um importante patógeno envolvido na contaminação de alimentos como o leite, é o 
Mycobacteiruim bovis, que pode ser transmitido ao homem através do consumo de leite e seus 
derivados não-pasteurizados provenientes de vacas tuberculosas e/ou através da inalação do bacilo 
(FIGUEIREDO et al., 2008).

A tuberculose bovina é uma zoonose causada pelo micro-organismo Mycobacterium bovis, 
cujo hospedeiro primário é o boi, mas outros mamíferos, incluindo o homem, são susceptíveis a este 
micro-organismo (ABRAHÃO, 1999). A doença é provocada por um bacilo que pertence ao gênero 
Mycobacterium, do qual fazem parte cerca de 70 espécies. As espécies causadoras da tuberculose 
clássica 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 
condições favoráveis, por mais de dois anos (DUFFIELD e YOUNG, 1985), sendo resistente a 
diversos desinfetantes químicos, com exceção de agentes desnaturantes de proteínas como o fenol, 
formol, cresol e álcool. 

A tuberculose apresenta elevada incidência 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 não pulmonar seja causada pelo M. bovis (COSIVI et al., 1998). Não é 
possível distinguir a tuberculose humana causada pelo M. bovis da causada pelo M. tuberculosis. 
A contaminação é comum em crianças 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 (ABRAHÃO, 1999). A contaminação do rebanho 
leva a perdas econômicas, ocorrendo redução de 10 a 20% da produção de leite e ganho de peso, 
infertilidade e condenação de carcaças nos frigoríficos. O programa instaurado pelo Ministério da 
Agricultura, Pecuária e Abastecimento intitulado: Programa Nacional de Controle e Erradicação da 
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) reduziu a notificação de casos de tuberculose bovina no país 
(BRASIL, 2006). 

Atualmente, vários métodos diagnósticos para o controle da tuberculose estão disponíveis, 
portanto, os resultados laboratoriais obtidos deverão sempre ser avaliados em conjunto com os 
achados clínicos (RUGGIERO et al., 2007). O diagnóstico in vivo da tuberculose bovina é realizado 
pelo exame clínico e o teste tuberculínico (PPD). Após a morte, é diagnosticada pelos exames 
histopatológicos e bacteriológicos. Cerca 30% das vacas em lactação, 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 bacteriológica (HAMAMA, 
1995). Também foi demonstrado que vacas com infecção clínica e subclínica podem excretar de 5 x 
102 a 105 unidades formadoras de colônias (UFC) de M. bovis por mililitro de leite (HAMAMA, 1995; 
ZANINI et al., 1998). Além disso, bacilos exógenos provenientes de equipamentos de ordenha sujos 
e mal lavados podem contaminar o leite (ABRAHÃO, 2005). 

Devido à grande importância desta patologia e a dificuldade de se obter um diagnóstico 
rápido e preciso, alguns estudos (FEKETE et al., 1992; MATAR et al., 1996; GALLIEN et al., 
1998; ROMERO e LOPEZ-GONI, 1999; JORDÃO-JÚNIOR et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2008, 
ZUMARRAGA et a.l, 2012) mostram o uso de técnicas moleculares para a detecção deste e de outros 
micro-organismos. A técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR) consiste na reprodução, in 
vitro, do processo de duplicação do DNA (ácido desoxirribonucléico), ou seja, através da duplicação 
se obtém quantidades consideráveis do DNA de interesse, sendo possível a sua identificação 
(WATSON et al., 2006).

Assim como outros métodos moleculares, a PCR apresenta características favoráveis para o 
diagnóstico rápido da tuberculose, pois reduzem o tempo para o diagnóstico 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 (ABRAHÃO, 1999; BEIGE et al., 1995). 
Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo analisar a presença de Mycobacterium bovis 
em amostras de leite bovino in natura oriundas da região do Vale do Taquari, RS. 

MATERIAIS E MÉTODOS

A análise foi realizada nos meses de julho a dezembro, sendo as amostras de leite bovino 
in natura obtidas de oito produtores de médio porte da Região do Vale do Taquari, RS. A extração 
de DNA a partir do leite in natura foi feita com o Kit Comercial Chemagic (Chemagen®), conforme 
as instruções do fabricante, realizando-se, inicialmente, lavagens conforme o protocolo descrito 
por AHMADI et al. (2010). As lavagens têm a finalidade de remover as substâncias do leite, como 
gorduras e proteínas, que poderiam interferir no processo de amplificação pela PCR. Após o 
isolamento, o DNA bacteriano foi estocado a -20°C para posterior análise por PCR.

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

Micro-organismo Primers
Fragmento 
amplificado

Referência

M. bovis
sense 5' TGCTCCGCTGATGCAAGTGC 3'
antisense 5'CGTCCGCTGACCTCAAGAAG 3'

500 pb JORDÃO JÚNIOR et al., 2005.

As amplificações foram realizadas utilizando termociclador automático TECHNE-TC512 
nas seguintes condições: 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 desnaturação inicial de 94°C por 5 minutos e seguidos 
por um passo de extensão final de 72°C por 10 minutos. Para visualização 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 Biológico de São Paulo, SP. O 
controle negativo foi feito com condições iguais às demais amostras, exceto por conter água ao invés 
de DNA.

RESULTADOS e DISCUSSÕES

Os dados deste estudo mostram que a técnica de PCR foi eficiente para a detecção de M. 
bovis, pois resultou na amplificação 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 presença de M. Bovis pela técnica de PCR, o que indica que as amostras de leite não 
estavam contaminadas pelo patógeno (FIGURA 1).

Figura 1. Detecção de M. bovis pela técnica de PCR utilizando o protocolo de extração 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 agarose1,5%.
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A especificidade da sequência do DNA de M. bovis avaliada no presente estudo (fragmento de 
500pb) foi confirmada em estudo prévio de JORDÃO-JÚNIOR et al. (2005), que utilizaram amostras 
de leite tipo A, contaminadas artificialmente com diferentes diluições da cepa de M. bovis AN5. Foi 
verificada a amplificação de um fragmento de 500pb correspondente a M. bovis até a diluição de 10-4 
UFC/mL. Outro estudo avaliou a presença de M. bovis e de outras micobactérias potencialmente 
patogênicas em amostras de tecido e leite de bovinos, através do isolamento de DNA bacteriano, 
entretanto, as análises foram feitas após a semeadura das amostras meio CE cultura Löwenstein-
Jensen. (LEITE et al., 2003).

Além destes estudos, FIGUEIREDO et al. (2008), testaram uma metodologia que fosse 
capaz de identificar a presença de micobactérias do complexo M. tuberculosis diretamente do leite. 
A extração do DNA bacteriano foi realizada diretamente do leite previamente contaminado com 
diferentes diluições de M. bovis. Posteriormente, realizou-se a identificação molecular do complexo 
M. tuberculosis pela reação em cadeia da polimerase, seguida da análise de restrição do fragmento 
amplificado (PRA), utilizada para identificar o M. bovis. Os resultados obtidos neste estudo mostram 
que as técnicas moleculares empregadas permitem a detecção de M. bovis diretamente do leite, de 
forma rápida e eficiente, mesmo que presente em concentrações muito baixas.

 Ainda hoje, o teste da tuberculina é o método oficial de diagnóstico da tuberculose, portanto, 
a técnica de PCR surge como um complemento para os demais testes de diagnóstico da tuberculose. 
VITALE et al. (1998) compararam o desempenho da técnica de PCR com a necropsia de amostras de 
nódulo linfático, pulmão e úbere de animais que apresentavam teste tuberculínico positivo antes de 
serem abatidos. Nesse caso, houve uma correlação de 100% entre a necropsia e a técnica de PCR, ou 
seja, a infecção foi confirmada em todas as amostras analisadas. 

Além disso, a PCR pode ser uma ótima alternativa, na qual a eficiência do teste tuberculínico 
é zero, como nos casos de tuberculose mamária (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 detecção de infecções 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 coloração e 
outro para o isolamento do DNA cromossômico. Os resultados desse estudo indicam que quando 
comparada com as demais técnicas que obtiveram positividade para apenas uma amostra, o método 
molecular é mais específico e mais sensível na detecção 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 útil na caracterização epidemiológica 
de animais infectados em áreas consideradas de alto risco de transmissão de M. bovis, além de 
apresentar uma maior especificidade e sensibilidade do que os testes convencionais.

CONCLUSÃO

Diante dos dados apresentados, pôde-se verificar que a técnica de PCR é um método molecular 
que surge como uma ótima alternativa para a redução do tempo necessário para a identificação 
da M. bovis, substituindo, desta forma, os trabalhosos e demorados métodos microbiológicos e 
bioquímicos utilizados na identificação dessa bactéria. Além disso, essa técnica surge como uma 
grande aliada para a diminuição dos casos de tuberculose bovina no país, através da análise de leite 
cru proveniente de vacas contaminadas com a doença. 

Portanto, ainda são necessários estudos posteriores que busquem a extração de DNA de M. 
bovis em leite contaminado artificialmente, através da inoculação de diferentes concentrações de 
suspensões 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 detecção 
de M. bovis no leite.
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