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RESUMO 

A tuberculose, causada por Mycobacterium bovis, permanece como uma das 

principais doenças infecciosas de bovinos, em virtude dos prejuízos causados 

com a redução na produção de carne e leite, condenação de carcaças em 

abatedouros e embargos na comercialização de animais e produtos de origem 

animal, bem como pelo potencial zoonótico do patógeno, particularmente pela 

eliminação pelo leite. Ademais, micobactérias não tuberculosas ou atípicas são 

causa emergente de doenças em humanos e em animais. Apesar de a 

tuberculinização representar o principal teste diagnóstico “in vivo” da doença em 

rebanhos, poucos estudos têm avaliado a eliminação de micobactérias pelo leite 

em vacas positivas nos testes intradérmicos. O objetivo do presente estudo foi 

identificar espécies de Mycobacterium em amostras de leite de vacas positivas 

no teste de tuberculinização cervical comparativo. Um “pool” do leite dos quartos 

de 142 (2,97%) vacas positivas - proveniente de 4.766 animais tuberculinizados 

- foi coletado assepticamente e cultivado em condições de aerobiose a 37oC nos 

meios de Lowestein-Jensen e Stonebrink, mantidos por até 90 dias. Colônias 

compatíveis com micobactérias foram submetidas à coloração de Ziehl-Neelsen 

para o diagnóstico de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) e detecção 

molecular. Catorze estirpes isoladas em 12 amostras (n=12/142, 8.4%) foram 

classificadas pela técnica de reação em cadeia da polimerase com enzimas de 

restrição (PCR-PRA) e sequenciamento como segue: M. mucogenicum tipo 2 

(n=4), M. nonchromogenicum tipo 1 (n=3), M. hodleri type 1 (n=2), M. terrae tipo 

3 (n=3), M. cookii tipo 1 (n=1), e M. szulgai tipo 1 (n=1). O sequenciamento do 

gene hsp65 revelou >98% de similaridade com as espécies de micobactérias 

depositadas no GeneBank, e detectou: M. engbaekii (n=5), M. arupense (n=4), 

M. nonchromogenicum (n=3) e M. heraklionense (n=2). Houve concordância na 

detecção das espécies de micobactérias entre PCR-PRA e sequenciamento em 

três dos isolados, exclusivamente da espécie M. nonchromogenicum (n=3/14; 
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21.4%). Árvore filogenética e dendograma (baseado no gene hsp65) dos 14 

isolados revelou 4 clusters e 3 subclusters (79,0% de similaridade), 

respectivamente, e classificou os isolados como micobactérias atípicas 

agrupados no complexo M. terrae. Apesar da ausência de espécies do complexo 

M. tuberculosis nas amostras cultivadas, a presença de micobactérias atípicas, 

alerta para o risco de transmissão do patógeno pelo leite ou derivados para os 

humanos, visto que muitas dessas espécies de micobactérias já foram descritas 

causando infecções pulmonares e extrapulmonares em humanos 

imunocompetentes e imunossuprimidos. 

 

Palavras-Chave: Mycobacterium, bovino, alergodiagnóstico, PCR-PRA, 

sequenciamento.  
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ABSTRACT 

Tuberculosis caused by Mycobacterium bovis remains as one of the major 

infectious diseases of cattle, due to losses caused by the reduction in the meat 

and milk yield, condemnation of carcasses in slaughterhouses, and embargoes 

on the trade of bovine products, as well as the zoonotic potential of pathogen 

particularly by elimination in milk. In addition, nontuberculous or atypical 

mycobacteria infections are an emerging diseases to human and animals. 

Despite the tuberculin test represents the main in vivo diagnostic method to 

control and eradication of the bovine disease worldwide, few studies have 

focused the elimination of mycobacteria in milk from cows positive to the 

tuberculin tests. The aim of this study was to identify Mycobacterium species in 

milk samples from positive cows to the comparative cervical tuberculin test. A 

pool of milk from all quarters of 142 (2.97%) positive cows from 4,766 animals 

submitted to comparative cervical tuberculin test was aseptically collected and 

cultivated aerobically onto Lowenstein-Jensen and Stonebrink media, kept for up 

to 90 days. The colonies were subjected to Ziehl-Neelsen stain for detecting acid-

fast bacilli (AFB) and molecular classification. Fourteen strains were isolated from 

12 cows (n=12/142; 8.4%) and species identified by polymerase chain reaction 

with restriction enzymes (PCR-PRA) were: M. mucogenicum type 2 (n=4), M. 

nonchromogenicum type 1 (n=3), M. hodleri type 1 (n=2), M. terrae type 3 (n=3), 

M. cookii (n=1), and M. szulgai (n=1). The sequencing of hsp65 gene identified 

mycobacteria species in the 14 isolates with an identity higher than 98%, as 

follow: Sequencing of 14 isolates allowed identify the followed species: M. 

engbaekii (n=5), M. arupense (n=4), M. nonchromogenicum (n=3), and M. 

heraklionense (n=2). There was concordance of mycobacterial typing between 

PCR-PRA and sequencing only to M. nonchromogenicum species (n=3/14; 

21.4%). The phylogenetic tree and dendogram of 14 isolates showed four 

clusters and three subclusters, respectively, identified as nontuberculous 
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mycobacteria grouped in Mycobacterium terrae complex. Despite the absence of 

species of the M. tuberculosis complex in milk samples, the identification of 

nontuberculous or atypical mycobacteria highlights the risk of pathogen 

transmission from bovine-to-humans through milk or dairy products, since many 

of mycobacterial species described here have been reported causing pulmonary 

and extrapulmonary diseases both in immunocompetent and 

immunocompromised people. 

 

Keywords: Mycobacterium, bovine, tuberculin skin test, PCR-PRA, sequencing.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

O gênero Mycobacterium apresenta patógenos estritos (ou obrigatórios) 

e oportunistas que acometem animais e humanos (RASTOGI et al., 2001). Entre 

as micobactérias de caráter estrito estão incluídas as espécies pertencentes ao 

complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum, 

M. caprae, M. microti, M. pinnipedii, M. canetti, M. mungi, M. orygis e M. 

suricattae) [ALEXANDER et al., 2010; VAN INGEN et al., 2012; DIPPENAAR et 

al., 2015] que causam doenças infectocontagiosas de distribuição mundial, de 

evolução crônica e alto impacto em saúde pública e saúde animal, como a 

tuberculose humana (M. tuberculosis) e a tuberculose bovina (M. bovis) (ACHA 

e SZYFRES, 2005; GOODCHILD e CLIFTON-HADLEY, 2001; QUINN, et al., 

2011). Micobactérias oportunistas compreendem espécies de menor 

patogenicidade, porém também com importância clínica, especialmente pelo 

aumento de casos de humanos infectados pela síndrome da imunodeficiência 

adquirida (Aids) [WAGNER e YOUNG, 2004].  

As espécies do gênero Mycobacterium podem ser transmitidas para os 

humanos pela inalação de aerossóis e ingestão de água contaminada, bem 

como pelo consumo de leite e derivados ingeridos na forma crua ou não 

submetidos aos tratamentos térmicos de pasteurização, fervura ou UHT 

(DAILLOUX et al., 1999; ACHA e SZYFRES, 2005). Estima-se que, no Brasil, 

cerca de 20 a 30% do leite bovino produzido seja comercializado sem inspeção 

sanitária (VIDAL-MARTINS et al., 2013; MOTTA et al., 2015), fato que aumenta 

o risco de transmissão de patógenos de potencial zoonótico pelo leite e 

derivados, notadamente do gênero Mycobacterium (ABRAHÃO, 1999; ACHA e 

SZYFRES, 2005). Ademais, Mycobaterium sp. pode manter-se viável em 

derivados como queijo e iogurte produzidos com leite cru por até 14 dias e até 

por 100 dias na manteiga (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006). 

A tuberculose humana é considerada atualmente doença re-emergente pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS), devido ao incremento do número de 

registros da doença em humanos (WHO, 2015), particularmente em pessoas 

vivendo com HIV/Aids, além da preocupação com o aumento de micobactérias 

multidroga resistentes (HOLLOWAY et al., 2011; WHO, 2016). A OMS estimou 

que ocorrem cerca de 9,6 milhões de novos casos da doença em humanos todo 
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o ano, dos quais cerca de 1,5 milhões evoluem para óbito (WHO, 2015). Estima-

se que, entre 10 e 15% dos casos de tuberculose em humanos provenientes de 

países em desenvolvimento sejam causados por M. bovis, e 1 a 2% nos países 

desenvolvidos (ASHFORD et al., 2001; ACHA e SZYFRES, 2005).  

No Brasil, 70 mil novos casos humanos de tuberculose são oficialmente 

notificados por ano, que resultam em aproximadamente 4,6 mil mortes. O Brasil 

ocupa o 17o lugar entre os 22 países responsáveis por 80% do total de casos de 

tuberculose no mundo (BRASIL, 2016). Cerca de 2% das infecções pulmonares 

e extrapulmonares em humanos são causadas por M. bovis (LOBUE et al., 2010) 

particularmente em trabalhadores rurais e magarefes, denotando o 

comportamento ocupacional da doença (O'REILLY e DABORN, 1995; PAES e 

FRANCO, 2016). 

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), o Brasil 

possui atualmente o maior rebanho comercial de bovinos de todo o mundo, com 

cerca de 212,34 milhões de cabeças (IBGE, 2014). Estima-se que 

aproximadamente 1,3% do rebanho bovino esteja acometido pela tuberculose 

(FRANCO et al., 2013), particularmente animais destinados à produção de leite 

(BRASIL, 2006). Além dos reflexos em saúde pública, a infecção por 

micobactérias em bovinos causa severos prejuízos econômicos aos produtores, 

particularmente no tocante à condenação de carcaças nos abatedouros, redução 

na produção do leite e carne, abate de animais positivos em testes de 

tuberculinização em programas de controle/erradicação, depreciação do valor 

comercial de animais provenientes de rebanhos endêmicos e embargos 

internacionais para a exportação de produtos de origem bovina (PAES e 

FRANCO, 2016). 

No Brasil foi deflagrado em 2001 o Programa Nacional de Controle e 

Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), com a finalidade de reduzir a 

prevalência da tuberculose em bovinos e búfalos, minimizando o impacto 

negativo da doença em saúde animal, assim como seus reflexos em saúde 

pública. O controle da tuberculose bovina pelo PNCEBT é fundamentado, 

principalmente, em testes de tuberculinização e abate sanitário de animais 

positivos (BRASIL, 2006). 
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As espécies do gênero Mycobacterium são exigentes quanto às 

necessidades de isolamento microbiano, necessitando de meios seletivos e 

ricos, geralmente a base de ovo (CORNER, 1994; QUINN et al., 2011). No 

tocante aos aspectos microbiológicos são divididas em espécies de multiplicação 

rápida e lenta. As espécies de multiplicação lenta podem levar até 90 dias para 

o isolamento. Devido à necessidade de grande tempo requerido para o 

isolamento microbiano, tem-se estimulado nas últimas décadas o 

desenvolvimento de técnicas moleculares que possibilitem o diagnóstico rápido, 

acurado e com custo acessível (SOINI e MUSSER, 2001).  

Neste contexto, têm sido utilizadas com maior frequência no diagnóstico 

as técnicas de reação em cadeia da polimerase associadas a enzimas de 

restrição (PCR-PRA) [PlYKAYITIS et al., 1002; TELENTI et al., 1993], PCR 

multiplex (POROCA et al., 2009; SHAH et al., 2002; MOHAMED et al., 2014), 

PCR em tempo real (SHRESTHA et al., 2003; PINSKY e BANAEI, 2008; 

RICHARDSON et al., 2009) e sequenciamento (RINGUET et al., 1999; 

MACNABB et al., 2004; ESCOBAR-ESCAMILLA et al., 2014). Estudos têm 

observado o aumento da sensibilidade e especificidade diagnóstica quando se 

associa o diagnóstico microbiológico clássico com técnicas que utilizam 

marcadores moleculares na identificação de Mycobacterium sp. tanto em nível 

individual, como em rebanhos. As técnicas moleculares têm sido úteis no estudo 

da distribuição geográfica da diversidade de espécies, em episódios de surtos e 

na vigilância epidemiológica da tuberculose bovina e outras micobacterioses 

(SUPPLY et al., 2000, 2006; ROMERO et al., 2006; NENONAKIS et al., 2008; 

ROCHA et al., 2013). 

Particularmente no leite cru de bovinos, a presença de M. bovis e 

micobactérias atípicas foi descrita na Tanzânia (KAZWALA et al., 1998). M. bovis 

e M. africanum foram identificados em vacas na Nigéria (CADMUS et al., 2010) 

bem como espécies atípicas de Mycobacterium na Turquia (KONUK et al., 2007). 

No Brasil, Franco et al. (2013) descreveram um isolado de M. bovis e várias 

espécies atípicas de micobactérias em leite de tanques de expansão coletivos, 

individuais e em leite comercializado sem inspeção sanitária (“leite informal”). 

Apesar dos testes de tuberculinização (imunodiagnóstico ou 

alergodiagnóstico) representarem o principal método de diagnóstico “in vivo” da 

tuberculose bovina, são escassos, em todo o mundo, estudos envolvendo a 
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eliminação de micobactérias no leite de vacas positivas nos testes de 

tuberculinização. Neste contexto, na Tunísia, Ben Kahla et al. (2011) 

identificaram por métodos microbiológicos e spoligotyping cinco isolados de M. 

bovis (4,9%) obtidos de 306 amostras de leite de 102 vacas positivas no teste 

cervical simples. Pandey et al. (2013), na Zâmbia, investigaram a presença de 

M. bovis no leite de 16 vacas positivas na tuberculinização identificando três 

(18,7%) amostras positivas com métodos fenotípicos, confirmados por PCR.  

No Brasil, Pardo et al. (2001) em 52 vacas com resultado positivo ou 

suspeito na tuberculinização com o teste de Stormont identificaram, com base 

em métodos fenotípicos, M. bovis e outras micobactérias atípicas em 78 (10%) 

amostras de leite obtidas de 19 animais. Digno de nota que, todos os estudos 

supracitados enalteceram a preocupação com a eliminação de micobactérias 

pelo leite, reforçando o impacto desses achados em saúde pública, em razão do 

risco de o consumo do leite cru ou derivados sem fiscalização e/ou tratamento 

térmico adequado.  

Considerando o impacto negativo em saúde animal e saúde pública da 

tuberculose e a emergência de doenças causadas por outras micobactérias, o 

presente estudo investigou por métodos fenotípicos e moleculares espécies de 

Mycobacterium eliminadas no leite de vacas positivas no teste de 

tuberculinização cervical comparativo. 
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8. CONCLUSÕES 

 

 A ocorrência de cerca de 3% dos animais positivos no teste de 

tuberculinização cervical comparativo, com identificação de micobactérias no 

leite, reforça a necessidade de rígido controle da doença na região estudada; 

 

 A identificação molecular de M. mucogenicum, M. nonchromogenicum, M. 

hodleri, M. terrae, M. cookii, M. szulgai, M. arupense, M. heraklionense e M. 

engbaekii com base no PCR-PRA e/ou sequenciamento, obtidos do leite dos 

animais amostrados, revela a diversidade de micobactérias atípicas que podem 

acometer a glândula mamária das vacas; 

 

 Exceto M. engbaekii, a identificação das demais espécies de 

micobactérias representa risco em saúde pública, em razão do hábito de 

consumo de leite “in natura” sem tratamento térmico adequado ou mesmo sem 

fiscalização sanitária no Brasil, posto que essas espécies do patógeno já foram 

descritas em casos de micobacterioses em humanos. 

 

 Apesar da baixa concordância na detecção das espécies entre PCR-PRA 

e o sequenciamento - com exceção de M. nonchromogenicum identificados em 

ambas - essas técnicas foram eficientes na detecção de micobactérias atípicas 

e podem ser utilizadas como métodos complementares ao cultivo microbiológico 

convencional no diagnóstico das infecções por micobacterioses em animais. 
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