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Estudo de um método de diagndstico de Mycobacterium bovis baseada numa

pratica de biologia molecular com amostras de leite

Study of a diagnostic method of Mycobacterium bovis based on molecular biology

practice with milk samples

Resumo: A tuberculose bovina é causada pelo Mycobacterium bovis e é considerada
uma zoonose distribuida mundialmente sendo a espécie bovina o hospedeiro primario.
Objetivos: Estudo do método de diagnostico de Mycobacterium bovis em amostras de
leite, confrontando seu resultado com o teste PPD (Purified Protein Derivative).
Material e Métodos: Trata-se de um estudo experimental em 15 amostras de leite
bovino in natura, oriundas de vacas leiteiras positivas ao teste da tuberculina de
produtores de leite dos Vales do Taquari e Rio Pardo/RS. O método de diagndstico de
M. bovis utilizado foi a PCR em tempo real. A andlise foi realizada no Laboratério de
Biologia Molecular do Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor em
Eldorado do Sul/RS. Resultados: Os resultados demonstraram a negatividade da
presenca de M.bovis em todas as amostras de leite analisadas. Concluséao: O presente
estudo evidenciou a utilizacdo da biologia molecular como alternativa de diagndstico de
tuberculose bovina, principalmente em amostras de leite. Uma doenca que traz prejuizos
aos proprietarios e descrédito no mercado. Porém, o estudo ndo demostrou os achados
dos estudos validados na pesquisa do M. bovis no leite.

Palavras-chaves: Leite. Mycobacterium bovis. PCR, Tuberculose.

Abstract: Bovine tuberculosis is caused by Mycobacterium bovis and is considered a
zoonosis distributed worldwide and the bovine species is the primary host. Objectives:
To study methods of diagnosis of Mycobacterium bovis in milk samples, comparing
their results with the PPD (Purified Protein Derivative) test. Material and Methods:
This is an experimental study in 15 samples of fresh bovine milk from dairy cows
positive to the tuberculin test of milk producers of the Taquari and Rio Pardo / RS
Valleys. The method of diagnosis of M. bovis used was the molecular biology test, real-
time PCR. The analysis was carried out at the Laboratory of Molecular Biology of the
Desidério Finamor Veterinary Research Institute in Eldorado do Sul / RS. Results: The
results demonstrated the negativity of the presence of M.bovis in all analyzed milk
samples. Conclusion: The present study evidenced the use of molecular biology as an
alternative for the diagnosis of bovine tuberculosis, especially in milk samples. A
disease that brings losses to the owners and discredit in the market. However, the study
did not demonstrate the findings of studies validated in M. bovis research in milk.

Keywords: Milk. Mycobacterium bovis, PCR. Tuberculosis.



Introducéo

Em 1882, o médico e microbiologista alemdo Robert Koch descobriu o agente
causador da tuberculose (TB), uma doenca infecciosa transmitida pelo ar e causada por
organismos do complexo Mycobacterium tuberculosis (1). As bactérias determinantes
da TB sdo pertencentes a ordem Actinomycetales, da familia Mycobacteriacea, do
género Mycobacterium. A definicdo do género é derivada do latim fungus bacterium,
pois 0 M. tuberculosis se comporta com caracteristicas similares as dos fungos quando
cultivado em meio liquido. O Mycobacterium bovis faz parte do complexo
Mycobacterium tuberculosis, e consiste em micobactérias causadoras da tuberculose em
humanos, animais silvestres e domésticos (2,3).

A tuberculose bovina é causada pelo Mycobacterium bovis e é considerada uma
zoonose distribuida mundialmente, com um desenvolvimento crénico, sendo o boi
apontado como hospedeiro primario (4). O animal infectado é a principal fonte de
contaminacdo, visto que este microrganismo é excretado e lancado ao meio ambiente, a
partir do escarro, fezes, por meio do leite, urina, por corrimentos vaginais e uterinos, ou
por corrimentos de linfonodos periféricos acessiveis (5).

A doenca se manifesta, na maioria das vezes, no rebanho leiteiro, principalmente
naqueles que vivem num sistema de confinamento, a medida que a idade do rebanho
aumenta. Ja em gado de corte, animais que sdo criados no pasto, 0S prejuizos e riscos
sdo menores por serem abatidos mais cedo, logo, a exposic¢ao € menor (4,6).

Pelo fato de o leite possuir abundante composicao nutricional, ele fica vulneravel
ao ataque de microrganismos do meio ambiente, do préprio animal, dos humanos e dos

materiais usados na ordenha (7). Pode-se, assim, estabelecer trés formas de



contaminacdo microbiana do leite cru: pela parte interna da teta do animal,
externamente, pelo seu ubre e teto; ou pelos equipamentos usados na ordenha e tanques
de resfriamento (8). Desta forma, a ingestéo do leite contaminado com M. bovis se torna
a principal via de transmissdo para animais € humanos (2).

Para diagnosticar a TB bovina existem diferentes métodos. O mais rotineiro € o
teste que faz uso de tuberculinas sintéticas como antigeno, o Purified Protein Derivative
(PPD) bovina e o PPD aviéria, para gerar a reacdo cutanea ou ndo nos animais (7).
Contudo, a biologia molecular tem proporcionado o uso da PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase) e o sequenciamento do DNA, tanto para o diagnéstico e a vigilancia,
quanto na epidemiologia de doencas contagiosas, além de estudos para mapear 0
genoma da bactéria — onde o DNA genémico utilizado pode ser obtido através do leite
ou a partir de outros materiais biolégicos. Sendo que amostras de leite geram menos
estresse ao animal durante a coleta, e ainda permitem o uso de pools de amostras para
diagnostico do rebanho. Além do mais, a PCR também é usada em amostras post
mortem, e nos produtos de origem animal para medidas sanitarias, tanto para bovinos
quanto para consumidores (9,10,11).

Desta forma, considerando que o M. bovis pode se espalhar pelo ambiente por
meio do leite contaminado, ocorrendo a transmissdo a populacdo pelo consumo do
mesmo, torna-se necessario estudar métodos de diagnéstico de Mycobacterium bovis em
amostras de leite, confrontando seu resultado com o teste PPD (Purified Protein

Derivative).

Material e Métodos



Trata-se de um estudo experimental, realizado no Laboratério de Biologia
Molecular do Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IPVDF), em
Eldorado do Sul/RS.

Foram utilizadas amostras de leite bovino in natura, oriundas de vacas leiteiras
positivas ao teste da tuberculina de produtores de leite dos Vales do Taquari e Rio
Pardo/RS, que, por livre e espontanea vontade, dispuseram-se a participar, fornecendo
amostras de leite, e que responderam ao questionario aplicado com perguntas referentes
a propriedade, manejo e sanidade dos animais.

As amostras foram obtidas através de ordenha manual. Primeiramente foi
realizada a antiassepsia da glandula maméria e, posteriormente, foram coletados
aproximadamente 50ml de leite em tubo Falcon estéril. Estas amostras foram
congeladas a -18°C até a preparacdo das mesmas no laboratério. Foi utilizado um
controle positivo com cepas de M.bovis e um controle negativo, sem DNA.

No laboratdrio, as amostras de leite foram descongeladas a temperatura ambiente
e identificadas. Apds, deu-se inicio a extracdo do DNA, seguindo protocolo de fenol-
cloroférmio proposto por Romero e Lopez-Goiii, em 1999 (12). Foram pipetados 500uL
de leite em um tubo de 1,5ml e adicionado 100 pL de tampao TE 1X e 100uL de SDS
24%. As amostras foram incubadas a 80°C por 10minutos. Adicionou-se 3,75uL de
RNAse (20 mg/mL) e as amostras foram incubadas a 55°C por 30 minutos. Em seguida,
foram adicionados 180uL de lisozima (concentracao de 0,0036 para cada 180uL de
agua) e incubadas a 37°C durante uma hora. Apds, foram acrescentados 13uL de
proteinase K (25mg/ml) e incubadas por duas horas a 55°C. Em seguida, acrescentou-se
350uL de fenol e 350uL de cloroférmio/alcool isoamilico [24:1(vol/vol)], centrifugadas

a 14.000rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e



acrescentou-se 600uL de isopropanol absoluto. As amostras foram misturadas por
inversdo, a fim de precipitar o DNA, e centrifugadas a 14.000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e adicionou-se 450uL de etanol 70% para lavar o pellet.
Apbs a centrifugacdo a 14.000 por 2 minutos, o sobrenadante foi descartado. Apds a
secagem dos tubos, os pellets foram eluidos em 30uL de agua ultrapura.

O DNA extraido foi quantificado em um espectrofotdmetro de micro volumes
(L-quant, Loccus Biotechnologia, Brasil), com comprimento de onda de ajuste
automatico. Para confirmar auséncia de inibidores no DNA, os DNA foram submetidas
a PCR a fim de amplificar o gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase). Para
isso, foi preparada uma reacdo de PCR, na capela de fluxo laminar. Para a reacdo da
PCR com volume total de 25uL, utilizou-se 1,5mM de MgCI,, tampédo de PCR 1x,
0,1mM de cada dNTP, 0,4uM de cada oligonucleotideo, e 1U de Tag DNA polimerase.
Apos a adicdo do DNA na reacdo, foram submetidas a reacdo de amplificacdo em
termociclador com uma etapa de 95°C por 5 minutos seguida de 40 ciclos de 95°C por
30 seg., 60°C por 30 seg. e 72°C por 50 seg., seguido de 1 ciclo final de 5 minutos a
72°C.

As amostras positivas na PCR para GAPDH, foram submetidas a PCR especifica
para Mycobacterium bovis; nesta reacdo foram utilizados os reagentes nas mesmas
concentracdes da PCR para GAPDH. No termociclador, a desnaturagdo foi a 95°C
durante 5 minutos, mais 40 ciclos de 95°C por 45 segundos, 59°C por 45 segundos e
72°C por 45 segundos, seguido de extensdo final a 72°C durante 7 minutos. Os
amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% corados com brometo

de etideo (0,01 mg/uL). A eletroforese foi realizada por 30 minutos, em temperatura



ambiente, a 90V com corrente maxima de 400mA. Os resultados foram vistos através de
luz ultravioleta e fotografadas por um fotodocumentador.

A PCR em tempo real foi realizada em todas as amostras com oligonucleotideos
Myc, como mostra a Tabela 1, para poder diferenciar os complexos M. tuberculosis e
M. avium (13). De modo a complementar, as mesmas foram submetidas a PCR
convencional com oligonucleotideos especificos para M. bovis, como descrito por
Mayer et al. (14). A reacao da PCR em tempo real foi feita num volume total de 12,5uL,
contendo 0,4uM de cada oligonucleotideo, 6,25uL de SyBR supermix (Invitrogen, USA),
2ul. de DNA e agua para completar o volume. A amplificagdo foi realizada no
equipamento Rotor Gene (QIAGEN) seguindo as etapas de 50°C por 2 minutos, 95°C
durante 2 minutos, acompanhado de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 60
segundos. As leituras de fluorescéncia foram feitas a cada 0,3°C de aumento da
temperatura, iniciando em 60°C e finalizando em 95°C foram realizados para a curva de

dissociacao.

Tabela 1. Sequéncias de oligonucleotideos utilizados no trabalho

Oligonucleotideos Tamanho do

Alvo Descricao Forward (5° — 3°) amplicon (pb) Referéncia
Myc  Capazes de Mycl - 178 (MTC) Gomez-Lag
diferenciar GAGTAGGTCATGGCTCCT unalJ,
entre os CC Carrasco L,
complexos M. Ramis G,
tuberculosis e Quereda JJ,
M. avium Gbémez S,
Pallarés FJ
Myc  Capazes de Myc3 - 257 (MAC) Gomez-Lag
diferenciar CATGCACCGAATTAGAACGT una J,
entre 0s Carrasco L,
complexos M. Ramis G,
tuberculosis e Quereda JJ,
M. avium GOmez S,

Pallarés FJ




Resultados

Foram analisadas um total de 15 amostras de leite de bovinos positivos ao teste
da tuberculina, oriundo de propriedades leiteiras dos Vales do Taquari e Rio Pardo/RS.

Em relacdo ao questionario aplicado com perguntas inerentes a propriedade e
manejo, tratam-se de propriedades pequenas, variando entre 5 a 8 hectares, seguido de
um ndmero reduzido de animais: até 10; consequentemente, uma producdo leiteira
diaria de até 150 litros. Quanto as questbes de higiene, tanto dos trabalhadores quanto
dos animais, a limpeza é diaria . O teste da tuberculina, realizado anualmente, é mais
um fator que se encontra adequado. Quando resulta em positivo, 0os bovinos séo
descartados e a entrada de novos animais € sempre acompanhada pelo teste.

Posteriormente, foi realizada a PCR a fim de amplificar o gene GAPDH

(gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase). Os resultados obtidos confirmaram a presenca
do gene GAPDH em 13 das 15 amostras analisadas. Nas amostras 14 e 15, as bandas

nem aparecem em relacdo as amostras 3 até 13. Enquanto que as amostras 1 e 2 do

presente estudo, estavam negativas, como mostra a Figura 1 .




Figura 1. Resultados da PCR a fim de amplificar o gene GAPDH

(gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase)

Em seguida, foi realizada a PCR em tempo real nas amostras positivas, com
oligonucleotideos Myc para diferenciar os complexos M. tuberculosis e M. avium que
demonstraram negatividade em relagdo aos controles positivos de M. bovis e M. avium,

como mostra a Figura 2.

Figura 2. Resultados da PCR em tempo real com oligonucleotideos Myc para

diferenciar os complexos M. tuberculosis e M. avium



E por fim, a negatividade em todas as amostras analisadas também foi

confirmada quando o isolado teve resultado negativo na PCR convencional para M.

C+1 23 47556 -7 8 910/11:12'13 14 15 C-

bovis, como mostra a Figura 3 [a seguir].

Figura 3. Resultados da PCR convencional com oligonucleotideos especificos para M.

bovis

DISCUSSAO

Os bovinos produtores de leite, quando infectados por M.bovis, geram prejuizo
econdmico aos produtores leiteiros, devido a queda no ganho de peso e a diminuicdo na
producéo de leite. Se diagnosticado positivo pelo teste da tuberculina, 0 bovino deverd
ser descartado, além do mais, essas propriedades onde a doencga é constada, perdem a
credibilidade no mercado (15). Essa repercussdo pode ser percebida nas propriedades

pesquisadas neste estudo, por se tratarem de estabelecimentos pequenos, as



consequéncias serdo imediatas. A condenacdo da carcaca no abatedouro, perda do
bovino com valor zootécnico, e a renda da familia, ou parte dela, que deixara de entrar
todo més. E como mencionado, a propriedade perdera o prestigio.

A sensibilidade ao PCR esta ligada ao tipo de material que o DNA sera
extraido, pois amostras como o leite, normalmente, apresentam sensibilidade baixa ao
teste molecular. Fatores podem influenciar, como as solu¢cdes empregadas na PCR, a
lise da parede celular e também o baixo ndmero de bacilos presentes na amostra
relacionado a diferenca no tempo de eliminacdo do bacilo pelos bovinos. O nivel de
desprendimento se eleva durante as primeiras quatro semanas apds a exposi¢édo ao M.
bovis; passado este tempo, comeca a diminuir (16,17). Podendo ser uma hip6tese da
negatividade da presenca do bacilo na PCR.

Pesquisadores também realizaram o método da PCR, em outras amostras, como
linfonodos, secrecdes nasais e leite, os resultados ndo foram totalmente compativeis
com o teste negativo da intradermoreacdo. Em 52% das amostras, a PCR detectou falsos
negativos do PPD (17). Outros estudos compararam as duas técnicas usando somente o
leite como material de andlise e também demostraram uma maior eficiéncia na PCR
(18). No protocolo de fenol-cloroférmio (19) para o leite, 0 mesmo utilizado neste
trabalho, é viavel para o diagnostico pela facilidade, custo acessivel e tempo de
realizacdo dos testes. O que contradiz a afirmacdo do autor acima, que o leite apresenta
baixa sensibilidade a PCR.

Estudo realizado em 2008 (20) tambem mostrou que é possivel identificar
micobactérias do complexo M. tuberculosis presentes no leite, a partir da extracdo do

DNA do leite contaminado, seguida pela identificacdo molecular pela PCR e analise de



restricdo do fragmento amplificado (PRA) para identificar o M.bovis, auxiliando na
identificacdo do bacilo em alimentos suspeitos de estarem contaminados, como o leite.
Sendo a tuberculose bovina uma doenca, que pode levar a eliminacdo desta
bactéria através do leite e no ambiente, podendo contaminar outros animais e pessoas, a
busca de novos métodos de diagndstico desta infecgdo é de extrema importancia. Neste
sentido, a utilizacdo de métodos de biologia molecular pode ser uma alternativa para
diagnostico de infecgBes por M.bovis em animais produtores de leite, ao contrario de
outros trabalhos validados para pesquisa de M.bovis no leite, 0 presente estudo nao
apresentou correlacdo entre o teste da tuberculina e a PCR. Todas as 15 amostras
demonstraram negatividade ao M.bovis nos métodos moleculares. Varios fatores podem
ter influenciado no resultado negativo do teste molecular das amostras, como 0s
relacionados com o préprio animal como a assepsia da glandula maméria, tempo de
infeccdo e incubacdo da bactéria. No leite, a maneira de coletar a amostra, tempo de
armazenamento e transporte até o laboratério. Bem como o nimero baixo de amostras e

a técnica de extracdo e determinacdo do DNA.

Concluséo

Este estudo demostrou que a PCR ndo foi favoravel para diagnostico de
tuberculose bovina, principalmente em amostras de leite. Uma doenga que traz prejuizos
aos proprietarios e descrédito no mercado. Porém, o presente trabalho ndo demostrou os
achados dos estudos validados na pesquisa do M. bovis no leite. Estes resultados de

bovinos negativos na PCR e positivos na PPD, podem estar relacionados com fatores



pertinente ao animal, ao bacilo, a técnica e as amostras, reforcando a continuidade de

futuros estudos nesta area.
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