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RESUMO

Mycobacterium bovis

Mycobacterium tuberculosis (MTBC), grupo este com-

posto por espécies com grande homologia genética. É o 

-

nose transmissível ao homem, principalmente através da 

M. tuberculosis presentes no 

-

ção molecular pela reação em cadeia da polimerase seguida 

-

mente contaminado com M. bovis

hsp BstEII 

e Hae

M. tuberculosis no 

M. bovis

de contaminação, como, por exemplo, o leite proveniente 

M. bovis.

 Mycobacterium tuberculosis, leite, 

Mycobacterium bovis, limite de detecção (PCR). 

ABSTRACT

DETECTION OF Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium bovis M. tuber-

culosis 

M. bovis, 

M. tuberculosis 

M. Bovis, -

rial.  hsp
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BstEII and HaeIII. 

M. tuberculosis 

complex M. bovis 

KEY WORD: Detection limit (PRA), Mycobacterium tuberculosis complex,  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 

(O’ REILLY & DABORN, 1995).

-

-

gena, mediante a inalação do M. bovis suspenso 

no ar, e indiretamente, pelo consumo de leite e de 

GRANGE & YATES, 1994). 

-

-

-

-

de implantação, o leite e seus derivados não pas-

2001). Em tais países, o leite contaminado com 

M. bovis, oriundo de vacas doentes, é a principal 

al., 1998).

-

2000) e consiste na avaliação de uma reação de 

-

-

& CORREA, 1981), assim como por variação da 

-

animal a M. avium, M. paratuberculosis ou por 

-

M. bovis, um 

-

-
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BRASIL, 

in natura para 

-

-

-

mento humano, o Ministério da Agricultura lançou 

-

-

-

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.

M. bovis 

-

2 a 

105
M. 

bovis por mL de leite. Além disso, o leite pode ser 

-

A Polimerase chain reaction Restriction en-

zyme Analysis 

de microarrays ., 2003), vêm 

previamente isoladas.

M. bovis

 TRIGUI et 

gyrB (LEÃO et al., 2005), oxyR (SRE-

 1996) e katG  
RvD1Rv2031c 

1995), a região IS1081 -

pias em M. bovis (WARDS et al.,

et al., 1998),  o gene aspb70 (COLLINS et al., 

1991 e WARDS et al., 1995), IS6110 (NOLTE et 

2001 e 2005) e o gene hsp65 

Entretanto, para evitar a presença de possí-

-

mento inicial de descontaminação da amostra com 

-

-

ção do complexo Mycobacterium turberculosis 

em leite e tecidos. No Brasil, ARAÚJO, et al. 
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do complexo Mycobacterium tuberculosis em 

M. bovis e os isolados 

-

plexo Mycobacterium tuberculosis

-

-

Neste estudo, empregou-se a PRA para anali-

sar e detectar a presença de M. bovis em amostras de 

do complexo M. tuberculosis

-

hsp65 (altamente conservada entre 

o gênero  ) por PCR, e da digestão 

-

trição BstEII e HaeIII (TELENTI et al., 1993).

MATERIAL E MÉTODOS

M. bovis (Instituto 

Pasteur - IP, Paris) representando o complexo M. 

tuberculosis, M. avium

e M. fortuitum ATCC 6841. Mantiveram-se as 

M. avium e de M. fortuitum em meio 

a de M. bovis,

(LJP).

Escolheram-se vacas negativas ao teste de 

-

tados, assepticamente, cerca de 500 mL de leite, 

por ordenha manual, descartando-se os primeiros 

M. bovis 

Uma alçada contendo células de M. bovis IP 

pela escala McFarland, correspondendo a 3,0 x 108 

de 100 a 108 

e o sedimento inoculado em 1mL de leite para 

posterior análise.

Extração de DNA de culturas puras

linhagens de Mycobacterium pelo método da lise 

-

ram ressuspensas em 400µL tampão TET (10mM 

Extração do DNA de M. bovis -

mente contaminado 

de leite de vacas sadias (1 mL) com M. bovis IP 

amostras (1mL) previamente contaminadas a 

10.000xg por cinco minutos, sendo descartado 
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-

-

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-

(5’- CTTGTCGAACCGCATACCCT) (Invitro-

gen) (TELENTI et al., 1993), 2,0mM MgCl2,  

-

-

Procedeu-se à PCR em termociclador automático 

(extensão), e mais um ciclo de sete minutos a 

-

-

BstEII 

Hae

M. tuberculosis

se os resultados com dendogramas disponíveis 

et al., 2004).

RESULTADOS

 M. tuberculosis pela 

PRA

M. tuberculosis 

M. bovis IP (controle positivo), M. avium sorotipo 

e M. fortuitum ATCC 6841 (con-

troles negativos), e os primers TB11 e TB12 para 

hsp65

BstEII e HaeIII. 

-

de Mycobacterium

reação de PCR. 

hsp65 com as endonucleases BstEII e HaeIII am-

M. tuberculosis deveria ge-

 M. bovis 

 com as endonucleases BstEII e HaeIII 

restrição esperados para o complexo M. tuberculo-

sis

respectivamente, correspondentes ao complexo 

M. tuberculosis

do DNA de M. avium (Figuras 1B e 1C, raias 1) e 
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de M. fortuitum

LEÃO et al., 2004).

FIGURA 1. -

plexo M. tuberculosis por PRA: 

Mycobacterium sp. por 

-

M. 

avium

linha 2, M. fortuitum

linha 3, M. bovis

-

BstEII para M. avium, M. fortuitum e M. bovis

HaeIII para os mesmos microrganismos.

Detecção pela PRA de M. bovis -

mente contaminado

M. tuber-

culosis

adaptação da metodologia, como descrito antes, 

cru com M. bovis

(100 8

Preparou-se o DNA a partir de 1mL das 

amostras de leite contaminado, mediante método 

hsp65

endonuclea ses BstEII  e Hae -

-

tes no leite sem a necessidade de isolar tais micror-

BstEII  

e HaeIII (Figura 2B raias: a - h e i - o

M. 

bovis

mínimo de detecção de M. bovis com essa me-
 

raia 8). 

M. tuberculosis no leite, 

-

croorganismos. 

-
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-

FIGURA 2. Limite de 

detecção de M. bovis em 

-

taminado. 
-

mente contaminado com 

M. bovis 108 

a 100

extraído pelo método de 

-

8 6 

5 4 3 2 1 

mL e linha 9, 100

8 a 101 

BstEII (245pb, 125pb, 80pb

HaeIII (150pb, 140pb, 70pb).

DISCUSSÃO

para doenças transmitidas por microorganismos 

-

M. bovis -

intuito de desenvolver métodos moleculares para 

M. bovis 

-

ma mais precisa, animais e produtos de origem 

animal contaminados.

ROMERO et al. (1999), comparando a 

-

-

M. bovis em sangue, leite 

na detecção de M. bovis em amostras de tecido 

-

M. tuberculo-

sis 

é importante para os procedimentos veterinários, 

pois pode indicar a presença de M. bovis ou algu-
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entre as espécies do complexo M. tuberculosis 

-

dimentos veterinários (COLLINS et al., 1994), 

M. bovis

M. tuberculosis

complexo em leite indica a presença de agente 

extrapulmonar) ao homem. 

Neste estudo, demonstrou-se experimen-

M. 

bovis -

M. tuberculosis

-

monstrado, não houve a necessidade de isolamento 

prévio dos microrganismos a serem analisados. O 

pela PCR. 

M. bovis diretamente a partir de uma 

Mycobacterium. 

CONCLUSÃO

-

mitiu a detecção de M. bovis em uma concentração 

Diante dos resultados apresentados, trata-se de  

de M. bovis

risco de transmissão. 

M. bovis em 

leite proveniente de vacas PPD +, representa uma 
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