UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

OCORRENCIA DE MICOBACTERIAS EM AMOSTRAS DE
LEITE BOVINO PROVENIENTES DE TANQUES DE
EXPANSAO INDIVIDUAIS E  COLETIVOS DE
PROPRIEDADES RURAIS E DO COMERCIO INFORMAL
NA REGIAO SUDESTE DO ESTADO DE SAO PAULO

MARILIA MASELLO JUNQUEIRA FRANCO

Botucatu, SP

novembro/2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

OCORRENCIA DE MICOBACTERIAS EM AMOSTRAS DE
LEITE BOVINO PROVENIENTES DE TANQUES DE
EXPANSAO INDIVIDUAIS E COLETIVOS DE
PROPRIEDADES RURAIS E DO COMERCIO INFORMAL
NA REGIAO SUDESTE DO ESTADO DE SAO PAULO

MARILIA MASELLO JUNQUEIRA FRANCO

Dissertacdo apresentada junto ao
Programa de Pos-Graduacdo em
Medicina Veterinaria para obtencéo do

titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Antbnio Carlos Paes

Co-orientador: Prof. Dr. Marcio Garcia Ribeiro



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEGAO TECNICA DE AQUISIGAO E TRATAMENTO DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE

Franco, Marilia Masello Junqueira.

Ocorréncia de micobactérias em amostras de leite bovino provenientes de tanques de
expansao individuais e coletivos de propriedades rurais e do comércio informal na regido sudeste
do estado de Sao Paulo / Marilia Masello Junqueira Franco. — Botucatu, 2012

Dissertacdo (mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista, 2012

Orientador: Antonio Carlos Paes

Co-orientador: Marcio Garcia Ribeiro

Capes: 50502000

1. Leite — Bacteriologia. 2. Micobactérias — Pesquisa. 3. Leite — Qualidade. 4. Seguranca
alimentar. 5. Reacédo em cadeia pela polimerase. 6. Tuberculose em bovino — Prevengéo.

Palavras chave: leite bovino; tanque de expansdo; Mycobacterium sp.; tuberculose




Marilia Masello Junqueira Franco

OCORRENCIA DE MICOBACTERIAS EM AMOSTRAS DE LEITE BOVINO
PROVENIENTES DE TANQUES DE EXPANSAO INDIVIDUAIS E COLETIVOS DE
PROPRIEDADES RURAIS E DO COMERCIO INFORMAL NA REGIAO SUDESTE DO
ESTADO DE SAO PAULO.

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Dr. Anténio Carlos Paes
Presidente e Orientador
Departamento de Higiene Veterinaria e Salde Publica

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP - Botucatu/SP

Prof. Adj. Christian Hirsch
Membro Titular
Departamento de Medicina Veterinaria

Universidade Federal de Lavras — Lavras/MG

Prof. Tit. Hélio Langoni
Membro Titular
Departamento de Higiene Veterinaria e Salde Publica

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP - Botucatu/SP

Prof. Dr. Paulo Francisco Domingues
Membro Suplente
Departamento de Higiene Veterinaria e Salde Publica

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - UNESP - Botucatu/SP

M.V. Dra. Amanda Keller Siqueira
Membro Suplente
Departamento de Genética, Evolucéo e Bioagentes

Instituto de Biociéncias da Universidade de Campinas

Defesa: 30 de novembro de 2012. Local: FMVZ/UNESP — Campus de Botucatu/SP.



Agradeco a Deus pelas oportunidades oferecidas, por sempre guiar e orientar
meu caminho, com salde para viver plenamente.

Aos meus pais, que sdo os maiores exemplos de caréater, honestidade e amor
incondicional que tenho na vida. Amo vocés meus queridos! Aos meus irmaos,
Mariana e Fernando, meus eternos companheiros. Em especial ao Fer, com certeza
um dos melhores professores que tenho e, felizmente, terei por toda a vida. Aos meus
primos e tios queridos, que fortalecem o alicerce da nossa familia, e s6 reforcam o

sentimento de amor entre nés.

Ao meu orientador e amigo, prof. Dr. Antdnio Carlos Paes, por sempre estar a
disposicdo para ajudar e transmitir seus conhecimentos. Obrigada por acreditar na
minha capacidade, pela oportunidade de ser sua orientada de residéncia e mestrado.
Agradeco também ao meu estimado co-orientador, prof. Dr. Méarcio Garcia Ribeiro,
pelo seu empenho e dedicacdo no meu mestrado e por toda a ajuda cotidiana. Tive

muita sorte de poder contar com dois excelentes docentes ao meu lado nesta etapa.

Aos professores que ministraram as disciplinas que cursei durante o mestrado,
0s quais forneceram base tedrica para minha evolucdo profissional. Prof. Tit. Hélio
Langoni, prof. Adj. Alexander Welker Biondo, prof. Dr. Antdnio Carlos Paes, prof. Dr.
Marcio Garcia Ribeiro, prof. Dr. Jodo Pessoa Araudjo Jr. e prof. Dr. José Paes de

Almeida Nogueira Pinto, muito obrigada!

Agradeco a todos os colaboradores do projeto, que foram fundamentais para
sua concretizacdo. Rodrigo Garcia Motta, companheiro desde os tempos da
residéncia, muito pro-ativo na etapa de colheita das amostras. Adolfo Carlos Barreto
Santos e Marcelo Miyata, pés-graduandos extremamente competentes e amigos que
me ensinaram muito, sempre solicitos e dedicados. A profa. Tit. Clarice Queico
Fujimura Leite, muito atenciosa, pela oportunidade do trabalho em conjunto. Ao prof.
Ass. José Carlos de Figueiredo Pantoja, por mostrar-se sempre disposto a contribuir e
ensinar, além de transmitir sua experiéncia. Ao técnico e grande amigo Fernando José
Paganini Listoni, que me ensinou técnicas bacteriolégicas de trabalho com
Mycobacterium, entre outros conhecimentos, referéncia na construgdo da minha vida

profissional.



Aos professores componentes da banca examinadora da dissertacéo: Prof. Dr.
Antbnio Carlos Paes, Prof. Adj. Christian Hirsch, Prof. Tit. Hélio Langoni, Prof. Dr.
Paulo Francisco Domingues e Dra. Amanda Keller Siqueira. Sao exemplos

profissionais que tenho imensa admiragéo.

A todos os professores, funcionarios e residentes do Departamento de Higiene
Veterinaria e Salde Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
UNESP, campus Botucatu. A boa convivéncia com vocés torna o cotidiano de trabalho

mais leve e agradavel.

Aos meus colegas de poés-graduacao da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da UNESP, campus Botucatu. Em diversas areas do conhecimento, além de
nos complementarmos profissionalmente, também vamos descobrindo afinidades
pessoais e amizades ao longo da trajetéria de estudos. Obrigada pela convivéncia

nesses anos.

Agradeco ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(CNPq) pela concessao da bolsa de mestrado, indispensavel para minha manutencéo
em Botucatu e dedicacdo as atividades de pesquisa. Agradeco também a Fundacgédo
de Apoio a Pesquisa do Estado de Sado Paulo (FAPESP) pelo apoio financeiro a

execucao do projeto.

Por ultimo, mas ndo menos importante, agradeco a todos os amigos que
estiveram ao meu lado nesta fase e nas anteriores. Considero-me abencoada por ter
conhecido e permanecido com o carinho de pessoas muito especiais ao longo dos
anos. Meu irméo de alma e coracdo, Rafael Lobo Borgue, a certeza de uma amizade
eterna, que independe de distancia e tempo. As companheiras de graduacdo Sarah
Bicudo Oliveira e Marina Mendonga de Miranda, nosso trio € inesquecivel e
insubstituivel, por onde quer a vida nos leve a afinidade ndo se perde. Camila Moraes
Raymundo e seu lado espiritualizado e centrado que sempre me fez bem. Leonardo
Delatorre Kairalla, Emanuelle Guidugli Sabino, Livia Pinheiro Chagas da Cunha,

Mauricio Oliveira Salan, e outros tantos companheiros que Lavras me trouxe.

Aos amigos que Botucatu me deu nesses cinco anos. Claudenice Batista de
Barros, amiga-irma, companheira e meio mae, vocé sabe que as palavras ndo sao
necessarias pra agradecer. Leila Sabrina Ullmann, minha amiga conselheira e
corajosa, a saudade so6 reforga os votos de amizade. Selene Daniela Babboni, alegre e
divertida e com um ombro amigo sempre pronto pra entrar em acéo. Victor José Vieira
Rossetto, pela amizade carinhosa e cuidadosa. Amanda Keller Siqueira, meu orgulho,

minha amiga linda, madura e admiravel. Larissa Anuska Zeni Condas, com seu



coracdo imenso e jeitinho feliz, saudade das nossas risadas. Jodo Marcelo Azevedo
de Paula Antunes, o contador de histérias divertidas de carisma contagiante. Gustavo
Henrique Batista Lara, com seu jeito responsavel e trabalhador em figura de menino

alegre e divertido.

Incluindo também Simone Henriques Mangia, Anna Paula Vitirito Martinho,
Isabella Belletti Mutt Perotti, Rodrigo Costa da Silva, Rafaela Mastrangelo Rissetti
(minha residente afilhada), Geraldo de Nardi Jr., Mirela Verdugo, Thiago Braga lIzidoro,
Fabio André Pinheiro Aradjo, Felipe Gazza Roméao, Marina Gea, Camila Appolinario
Harary. Todos vocés, cada uma a seu modo, entraram na minha vida e deixaram

coisas positivas.

Uma das partes que considerei mais dificeis nesta dissertacéo foi escrever os
agradecimentos... SAo muitas pessoas pelas quais sinto gratiddo e que infelizmente
ndo poderei agradecer a todas especificamente aqui. Saibam que vocés sdo muito

importantes. Muito obrigada!

“Sou um pouco de todos que conheci, um pouco dos lugares que
fui, um pouco das saudades que deixei e sou muito das coisas que
gostei.”

(Antoine de Saint-Exupery)

Com meu carinho e sinceridade.



Vi

SUMARIO
1. INTRODUGAD ..ottt e, 10
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt 13
2.1. Classificacéo e propriedades gerais das micobactérias.............. 13
2.1.1. Complexo Mycobacterium tuberculosis...........cccccceeeiiiiieeennnne 17
2.1.2. Complexo Mycobacterium avium .........cccceeeeieviiiiiiiiiieeeeeeeeinns 18
2.1.3. Demais micobactérias nao tuberculosas............ccccoccvveeeerne 20
2.2. Micobacterioses e a pandemia da AidS..........ccccovvviiiviiinieeeennnins 21
2.3. Producao e comercializacao do leite no Brasil...........ccccoeeeeeen..n. 22
3. ARTIGO CIENTIFICO......ciiiiieece e 27
4. DISCUSSAO GERAL ...ttt 60
5. CONCLUSOES GERAIS .......ciiiiiiiiiiee et 68

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........covoeeieeeieeee e 70



vii

FRANCO, M. M. J. Ocorréncia de micobactérias em amostras de leite bovino
provenientes de tanques de expanséo individuais e coletivos de propriedades rurais e
do comércio informal na regido sudeste do estado de Sao Paulo. Botucatu, 2012. 81p.
Dissertacédo (Mestrado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho". Botucatu, Sao
Paulo.

RESUMO
O leite constitui importante fonte de nutrientes para a alimentacdo humana. No

entanto, também pode servir como veiculo para disseminacdo de micro-
organismos patogénicos. A tuberculose e as micobacterioses estdo entre as
infeccbes mais debilitantes que acometem humanos e 0s animais, com
evolucdo crdnica e progressiva, tendo recrudescido sua incidéncia em varios
paises. Espécies de Mycobacterium sp. tem alta capacidade de sobrevivéncia
em leite e seus subprodutos. O presente estudo investigou a ocorréncia de
micobactérias em amostras de leite bovino cru, de rebanhos do sudeste do
estado de Séao Paulo, utilizando -cultivo microbiolégico nos meios de
Lowenstein-Jensen e Stonebrink, seguido de tipificacdo molecular pelo teste de
reacdo em cadeia pela polimerase com o0 uso de enzimas de restricdo. Foram
processadas 300 amostras, 100 de tanques de expanséo individuais, 100 de
tanques coletivos e 100 obtidas no comércio informal da regido amostrada.
Obteve-se isolamento de 15 diferentes espécies de Mycobacterium, a saber: M.
bovis, M. gordonae, M. fortuitum, M. intracellulare, M. flavescens, M. duvalli, M.
haemophilum, M. immunogenum, M. Ientiflavum, M. mucogenicum, M.
novocastrense, M. parafortuitum, M. smegmatis, M. terrae e M. vaccae. Os
isolamentos ocorreram nas seguintes propor¢des: 9% das amostras de tanques
individuais, 7% das amostras de tanques coletivos e 8% das amostras de leite
informal. Nao houve associagéo estatistica entre a ocorréncia de micobactérias
com os fatores epidemioldgicos considerados nas propriedades amostradas.
Considerando o impacto das micobacterioses na saldde publica e animal,
particularmente a tuberculose bovina, a prevencao da exposi¢cédo da populacéo
ao risco destas infec¢des torna-se fundamental. A investigacdo da presenca de
micobactérias em leite pode contribuir na melhoria da seguranca alimentar
inerente ao produto.

Palavras-chave: leite bovino, tanque de expanséo, Mycobacterium sp., tuberculose.
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FRANCO, M. M. J. Occurence of mycobacteria in bovine milk samples from individual
and collective bulk tanks of farms and from informal trade from the southeast region of
Sao Paulo state. Botucatu, 2012. 81p. Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, S&o Paulo.

ABSTRACT
Milk represents an important source of nutrients for humans. However, it can

also serve as a dissemination vehicle for pathogenic microorganisms.
Tuberculosis and micobacteriosis are among the most debilitating diseases that
affect humans and animals, being chronic and progressive, re-emerging its
incidence in many countries. Mycobacterium sp. has high survivability in milk
and its byproducts. The main objective of the study was to investigate the
occurrence of mycobacteria in bovine raw milk samples from farms along
southeast region of Sao Paulo state, using microbiological culture on
Lowenstein-Jensen and Stonebrink media followed by molecular typification
with polymerase chain reaction tests using restriction enzimes. Three hundred
milk samples were processed, 100 from individual bulk tanks, 100 from
collective bulk tanks and 100 obtained in informal trading of sampled region.
Fifteen different isolates of Mycobacterium species were obtained: M. bovis, M.
gordonae, M. fortuitum, M. intracellulare, M. flavescens, M. duvalli, M.
haemophilum, M. immunogenum, M. Ientiflavum, M. mucogenicum, M.
novocastrense, M. parafortuitum, M. smegmatis, M. terrae and M. vaccae.
Isolations occurred on following proportions: 9% of the individual bulk tanks
samples, 7% of the collective bulk tanks samples and 8% of the informal trade
milk samples. There was no statistical association between the occurrence of
mycobacteria on samples with the epidemiological factors considered on
sampled farms. Considering the impact of mycobacteriosis on public and animal
health, especially bovine tuberculosis, is from main importance the prevention
of public exposure to risk of these diseases. Investigative approaches of the
presence of mycobacteria in raw milk may contribute to improvement of food
security inherent in the product.

Key words: bovine milk, bulk tank, Mycobacterium sp., tuberculosis.
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1. INTRODUCAO

O leite constitui fonte essencial de proteinas, agucares, lipideos e outros
nutrientes para a alimentacdo humana. No entanto, estes elementos também
podem servir veiculo para disseminacdo de micro-organismos patogénicos. O
tradicional consumo de produtos lacteos, principalmente queijos, elaborados de
maneira artesanal a partir de leite sem tratamento térmico representa sério
risco em saude publica (DI PINTO et al., 2006). Estima-se que mais de 90% de
todos os casos de doencas relacionadas ao consumo de laticinios sejam de
origem bacteriana, das quais ja sao reconhecidas no minimo 21 diferentes
infeccbes (CHYE et al., 2004).

Nas dltimas trés décadas, aproximadamente 75% das doencas
infecciosas emergentes em humanos sao zoonoses. O aumento da
interdependéncia dos humanos com o0s animais e seus subprodutos é
apontado como o fator de risco mais critico para o bem-estar e satde humana
em relacdo a doencas infecciosas (AMERICAN VETERINARY MEDICAL
ASSOCIATION, 2008).

As infeccdes pelo género Mycobacterium estdo entre as mais
debilitantes que acometem humanos e os animais, caracterizadas por evolucdo
crbnica e progressiva (QUINN et al., 2005). Dentre estas afecc¢fes, inclui-se
uma das mais antigas doencas que se conhece, a tuberculose (BALIAN et al.,
2002), que esta entre as principais zoonoses transmitidas pelo leite bovino
(BERNARD et al., 2005). Espécies do género Mycobacterium, como
Mycobacterium bovis (M. bovis), tem elevada capacidade de sobrevivéncia em
leite. Bacilos viaveis sdo encontrados por mais de 14 dias no iogurte e no
gueijo cremoso produzidos a partir do leite ndo pasteurizado, e por mais de 100
dias na manteiga (DE LA RUA-DOMENECH, 2006). A presenca desse grupo
de bactérias patogénicas ou oportunistas no leite emergiu como problema de
saude publica, especialmente entre os individuos que ainda consomem leite
cru (CHYE et al., 2004).

Devido a estes aspectos e as exigéncias do comércio internacional,
diversos paises implementaram programas nacionais de controle e erradicacdo
da tuberculose bovina (BOLAND et al., 2010). No Brasil, a tuberculose bovina

ainda representa um dos principais problemas em saude animal, os dados de
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notificagdes oficiais indicam prevaléncia média nacional de 1,3%, no periodo de
1989 a 1998. A instituicdo do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) em 2001 pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) objetivou a diminuigdo do impacto negativo
da enfermidade na salde animal e publica (BRASIL, 2006). Até 0 momento o
MAPA nao divulgou dados epidemioldgicos mais recentes sobre a doenca, ou
os efeitos da primeira década de atuacdo do PNCEBT sobre a ocorréncia da
tuberculose nos rebanhos bovinos.

Tradicionalmente, o leite ndo é utilizado como espécime de diagndéstico
da tuberculose bovina, embora seja a principal via de transmissdo da
tuberculose por M. bovis aos humanos (THOEN et al., 2006). O PNCEBT
contempla o uso de leite apenas para o diagnostico da brucelose bovina, pelo
teste do anel em leite, inclusive podendo ser desempenhado a partir do leite de
rebanho, utilizando tanques resfriadores (BRASIL, 2006).

Além dos prejuizos para a saude animal e dos reflexos em saude publica
representados pelas micobactérias de multiplicacdo lenta, que incluem M.
tuberculosis, M. bovis e o complexo M. avium, tem sido observado também
aumento da ocorréncia de doencas associadas as micobactérias de
multiplicagdo rapida, tanto em individuos imunocomprometidos, quanto em
imunocompetentes (YARES et al., 1997).

Estudos pontuais em outros paises tem investigado a ocorréncia de
micobactérias em amostras de leite bovino. No entanto, raramente nestes
estudos tem-se realizado simultaneamente o cultivo micobacteriano em
paralelo as provas moleculares. O presente projeto de pesquisa investigou a
ocorréncia de micobactérias em amostras de leite bovino cru, de rebanhos do
sudeste do estado de Sao Paulo, utilizando cultivo microbiol6gico nos meios de
Lowenstein-Jensen e Stonebrink, seguido de tipificacdo molecular por teste de
restricdo enzimética aplicado em produtos de reacdo em cadeia pela

polimerase.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Classificagao e propriedades gerais das micobactérias

Micobactérias sdo bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) em forma de
bastao, aerdbios, ndo-formadores de esporos e imdveis, com tamanho variavel
entre as espécies, apresentando a alcool-acido resisténcia como a
caracteristica mais importante do género (QUINN et al., 2005; BRASIL, 2005b).
Estdo posicionadas taxonomicamente na ordem Actinomycetales, familia
Mycobacteriaceae (BRASIL, 2005b), onde figuram exclusivamente o género
Mycobacterium (LEAO et al., 2004).

A classificagdo das micobactérias teve inicio em 1896, quando os
pesquisadores Lehmann e Neumann propuseram o género Mycobacterium
(LEAO et al., 2004), o qual é constituido até o momento por 165 espécies,
incluindo subespécies, dentre patogénicas e sapréfitas (DEUTSCHE
SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND ZELLKULTUREN, 2011). As
micobactérias podem ser divididas em trés grupos com base na significancia
clinica das infec¢bes (LEAO et al., 2004; VAEREWIJCK, 2006).

O primeiro grupo compreende patdgenos obrigatérios de humanos e
animais, o denominado Complexo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis,
M. africanum, “M. canetti”, M. bovis, M. bovis subsp. caprae, M. microti, M.
pinnipedii), também M. leprae e M. lepraemurium (VAEREWIJCK, 2006). O
segundo grupo envolve micobactérias que sdo potencialmente patogénicas
para humanos e animais, como 0s micro-organismos do Complexo M. avium
(M. avium subsp. avium, M. intracellulare, M. avium subsp. paratuberculosis, M.
avium subsp. silvaticum, M. avium subsp. hominissuis, M. chimaera, M.
colombiense) [BEN SALAH et al., 2008]. O terceiro grupo consiste de espécies
saprofitas ndo patogénicas ou ocasionalmente patogénicas (VAEREWIJCK,
2006).

As bactérias do segundo e do terceiro grupo sdo comumente referidas
como micobactérias “atipicas”, ‘“anbnimas”, “ambientais patogénicas
facultativas”, “ambientais potencialmente patogénicas” ou “ndo-tuberculosas”.

A maioria destas espécies tem sido isoladas de diversos ambientes terrestres e
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aguéticos, e podem causar doencas sob determinadas circunstancias, como
lesdes cuténeas, afeccdes pulmonares, disfuncdes imunolégicas e doencas
crbnicas (VAEREWIJCK, 2006).

Todavia, a taxonomia e a classificacdo das espécies de Mycobacterium
tem se tornado complexas. As relacbes de identidade desses micro-
organismos tem sido redefinidas pela determinacdo do sequenciamento de
DNA (WASHINGTON et al., 2006). O sequenciamento completo de genomas
bacterianos ja se encontra disponivel para diversas espécies e linhagens de
patdégenos, contribuindo de maneira significativa na investigacdo da diversidade
bacteriana, evolucdo de seus fatores de viruléncia e patogénese, além do
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (FITZGERALD &
MUSSER, 2001).

Durante muitos anos apenas M. tuberculosis, M. bovis e M. leprae foram
reconhecidos como patdégenos de humanos, até que Pinner, em 1935,
designou o termo “micro-organismos alcool-acido resistentes atipicos” aos
isolados que se assemelhavam ao M. tuberculosis. Desde entdo vem surgindo
na literatura uma série de relatos de infecgdes humanas e animais por
patégenos micobacterianos. Tais descricbes motivaram a selecdo de testes
bioguimicos, técnicas e estratégias de classificacdo para as micobactérias
(LEAO et al., 2004).

Os critérios minimos para a inclusdo de bactérias no género
Mycobacterium sao: resisténcia ao alcool-acido, presenca de acidos micélicos
contendo 60-90 atomos de carbono (os quais podem ser pirolisados em acidos
graxos e ésteres metilicos de 22 a 26 carbonos), e a propor¢cdo gendmica
guanina + citosina (G — C) de 61 a 71 mol% (com exce¢do de M. leprae, que
possui 54 a 57 mol%) [ROMAN, 1990; LEAO et al., 2004].

A organizacao da parede celular micobacteriana é extremamente singular,
na qual o peptideoglicano contém &cido N-glicolilmuranico, em substituicdo ao
acido N-acetilmuranico, encontrado na maioria das bactérias. Uma
caracteristica ainda mais peculiar é o fato de cerca de 60% da parede celular
se constituir de raros acidos graxos de cadeia longa, com 60 a 90 atomos de
carbono, denominados acidos micélicos. Outro fator importante é o gradiente

de fluidez na parede celular, que aparenta ter orientagdo contraria a de
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bactérias Gram-negativas, com regides externas mais fluidas que as internas.
Possuem, ainda, proteinas de membranas formadoras de canais catibnicos
seletivos, chamadas porinas, que controlam ou retardam a difusdao de
pequenas moléculas hidrofilicas, conferindo baixa permeabilidade a solutos
hidrofilicos (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005). Embora sejam
citoguimicamente Gram-positivas, as micobactérias ndo se coram pelo método
de Gram, devido a esta espessa composicdo da parede celular (QUINN et al.
1994), que pode representar 40% do peso seco das bactérias (BRASIL,
2005b).

Tais caracteristicas tornam as micobactérias hidréfobas e resistentes as
condicBes adversas do meio ambiente e aos produtos quimicos (QUINN et al.
2005), principalmente frente aos desinfetantes &cidos ou alcalinos. Séo,
inclusive, menos afetadas pelo pH exigido para elaboracdo dos diversos tipos
de queijos se comparada a outros lactopatdgenos (DE LA RUA-DOMENECH,
2006).

Para o isolamento in vitro, as espécies do género Mycobacterium sao
altamente exigentes no que se refere aos nutrientes, quando comparadas com
outras bactérias patogénicas como Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Escherichia coli e outras enterobactérias (BALIAN et al., 2002). Mycobacterium
sp. requer meios de cultivo ricos e especificos, alguns a base de ovo, além de
processos de descontaminacdo prévia dos espécimes, utilizando acidos ou
alcalis (QUINN et al., 2005). A temperatura 6tima de multiplicacdo para a
maioria das micobactérias de interesse humano e animal & de 35-37°C
(BRASIL, 2005b).

O tempo necessario para a multiplicagdo dos micro-organismos do
género Mycobacterium também € longo em compara¢do com outras bactérias,
podendo atingir 60 a 90 dias em algumas espécies. Tal fato se deve a
presenca de apenas um (nas espécies de crescimento lento) ou dois (nas
espécies de crescimento rapido, com excecao de M. chelonae e M. abscessus)
cistrons no 16S rRNA (ao passo que Escherichia coli possui sete). Esta
relacionado também a impermeabilidade da parede celular rica em lipideos, e a
alta demanda energética para a sintese dos &cidos micolicos. Embora o

namero restrito de cistrons no 16S rRNA limite a velocidade da multiplicacdo
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micobacteriana, esta condi¢céo facilita a aquisicdo de mutacdes para resisténcia
aos antimicrobianos de atuacao ribossomal (PRIMM et al., 2004).

A viruléncia do género Mycobacterium relaciona-se a sua capacidade de
sobreviver e multiplicar-se dentro de macréfagos do hospedeiro (QUINN et al.,
2005). Um dos fatores predisponentes que contribuem para a patogenicidade
do bacilo reside na estrutura complexa de parede celular, que além de permitir
gue o micro-organismo mantenha-se viavel dentro de macréfagos (os quais
geralmente destroem os patdgenos fagocitados), facilita também a agregacédo
das células bacterianas, dificultando o cultivo e a realizacdo de contagens.
(GRANGE, 1990; THOEN & STEELE, 1995; TRABULSI & ALTERTHUM,
2005).

A confirmacao do diagnéstico clinico das infecgdes por micobactérias e a
identificacdo laboratorial do micro-organismo envolve a detecgdo de BAAR em
esfregacos, isolamento e identificacdo de espécie (OSOBA, 2004).
Tradicionalmente, a velocidade de multiplicacdo, a morfologia das colbnias e
testes bioquimicos tem sido usados na diferenciagcdo das micobactérias (YIM &
HOLLAND, 2004).

Considerando os riscos biol6gicos de manipulacédo e tempo exigido nos
métodos convencionais (geralmente duas a trés semanas), e principalmente
pelo aumento no numero de casos de tuberculose em decorréncia da
pandemia de Aids, houve interesse crescente no desenvolvimento de técnicas
rdpidas de identificacdo de micobactérias (OSOBA, 2004). De fato, a
necessidade de métodos para estudo da biologia de Mycobacterium sp. e
consequente melhoria no diagndstico, terapéutica e medidas de prevencao das
infeccbes associadas ainda constitui uma prioridade (PARISH & BROWN,
2008).

Em curto prazo, os métodos convencionais continuardo sendo utilizados.
Entretanto, estdo sendo introduzidas técnicas moleculares rapidas para
identificacdo e testes de sensibilidade aos antimicrobianos de espécies de
Mycobacterium isoladas de amostras biolégicas. A tendéncia predominante nas
pesquisas béasicas e aplicadas sobre micobacteriologia na literatura atual esta
concentrada nas potenciais aplicacbes laboratoriais das provas moleculares
(WASHINGTON et al., 2006).
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Técnicas moleculares para Mycobacterium sp. tem sido desenvolvidas
desde as duas ultimas décadas, com objetivo de agilizar a instituicdo de
tratamentos, diminuicdo do tempo de deteccdo da resisténcia aos
antimicrobianos e determinacdo de medidas apropriadas para o controle das
infeccdes (OSOBA, 2004).

Dentre elas, destaca-se a reacdo em cadeia pela polimerase (‘Polimerase
Chain Reaction’ — PCR) em associa¢do ao uso de enzimas de restricdo (‘PCR-
restriction enzyme pattern analysis’ - PRA). A PRA baseia-se na amplificagdo e
digestdo enzimética de um fragmento do gene hsp65, regido altamente
conservada que codifica uma proteina de choque térmico de 65-kDa, a qual
possui epitopos Unicos, bem como epitopos comuns a diversas espécies de
Mycobacterium sp. A analise do perfil de restricdo enzimética do hsp65 é valida
na classificacdo das espécies ambientais de micobactérias, embora néo
diferencie os isolados do Complexo M. tuberculosis (TELENTI et al., 1993).

Entre as técnicas de identificagcdo molecular do Complexo M. tuberculosis,
pode ser desempenhada a amplificacdo de fragmentos do elemento de
insercao 6110 (1IS6110), ou pela digestdo enzimética do fragmento amplificado
do gene gyrB (LEAO et al., 2004).

O sequenciamento de fragmentos especificos do 16S rRNA também
constitui ferramenta valida na determinacdo de espécies de micobactérias,
muito embora envolva técnicas mais caras (ROGALL et al., 1990).

A recomendacédo atual consiste no uso de uma combinacdo de ensaios
fenotipicos e moleculares para a identificagdo rapida de micobactérias,
particularmente para a identificacdo de M. tuberculosis (WASHINGTON et al.,
2006).

2.1.1 Complexo M. tuberculosis

Dentre as espécies pertencentes ao género Mycobacterium destacam-se
as espécies que compéem o Complexo M. tuberculosis (‘M. tuberculosis
Complex’ - MTBC), causadoras da tuberculose nos humanos e/ou animais. Tal

complexo é composto pelas espécies M. tuberculosis, principal agente da
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tuberculose humana, M. bovis, principal agente da tuberculose bovina, M.
africanum, agente da tuberculose humana encontrado mais frequentemente na
Africa, M. microti que causa tuberculose em roedores. Posteriormente, foram
incluidos neste complexo M. bovis subsp. caprae, causador de tuberculose em
caprinos, bovinos, ovinos, caes, gatos, suinos, texugos, passaros e primatas
nao humanos e, além disso, responsavel por 31% dos casos de tuberculose
humana relacionados ao M. bovis (MURRAY et al., 2007) e M. pinnipedii, que
causa tuberculose em ledes marinhos e ocasionalmente em humanos
(COUSINS et al., 2003).

M. canetti, uma variante de M. tuberculosis, ainda ndo foi oficialmente
reconhecido como uma espécie do Complexo (EUZEBY, 2012). Pesquisas
identificaram em M. canetti organizacdo gendmica Unica, incluindo diferengca no
numero de copias do elemento de insercdo 1081 (1S1081), quase nenhuma
delegcdo génica ao longo do genoma, além da presenca de 26 sequéncias
espacadoras exclusivas (ausentes em todas as outras espécies do MTBC).
Possui, ainda, diversos polimorfismos em determinados genes-referéncia
(BROSCH et al., 2002).

As espécies do MTBC sdo geneticamente muito similares e apresentam
99,9% de homologia, possuindo a sequéncia 16S rRNA idéntica. No entanto,
apresentam diferencas fenotipicas, epidemiolégicas e de patogenicidade
(SREEVATSAN et al., 1997; COUSINS et al., 2003). A analise de 26 genes
estruturais em mais de 800 isolados do MTBC revelou nivel extremamente
restrito de variacdo de nucleotideos homélogos, indicando desmembramento
evolucionario recente das espécies (SREEVATSAN et al., 1997; WIRTH et al.,
2008; DJELOUADJI et al., 2011).

2.1.2 Complexo M. avium

O Complexo M. avium (‘M. avium Complex’ - MAC) compreende
micobactérias de crescimento lento, responsaveis por infec¢cdes oportunistas e
de potencial zoonoético (ACHA & SZYFRES, 2003). Encontra-se amplamente

distribuido na agua, no solo, na poeira, em animais e aves domésticas. Animais
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silvestres também podem servir como reservatérios de MAC para humanos e
animais de producédo (LARA et al., 2011). As espécies sao muito heterogéneas,
com variagdes substanciais na viruléncia (McGARVEY & BERMUDEZ, 2002).

Atualmente, o MAC é compreendido por M. intracellulare, causador de
doenca pulmonar em humanos, as subespécies de M. avium: M. avium subsp.
avium, associada a tuberculose aviaria, M. avium subsp. paratuberculosis,
responsavel por quadros de enterite granulomatosa crénica em bovinos,
ovinos, caprinos e outros ruminantes, M. avium subsp. silvaticum, ligado a
enterite granulomatosa crénica em aves, e M. avium subsp. hominissuis, que
pode causar abscessos pulmonares em humanos. M. hominissuis possui
elevada heterogenicidade, a partir de onde se considera a emersdo de M.
silvaticum e M. paratuberculosis como dois clones especializados
independentes. Recentemente foram inclusas M. chimaera, também causadora
de doenca pulmonar nos humanos e M. colombiense, relacionada a bacteremia
e linfadenopatia humana (BEN SALAH et al., 2008).

Para os humanos, esse grupo de micobactérias foi considerado de baixa
patogenicidade, raramente causando doenca. Entretanto, a pandemia da Aids
demonstrou a patogenicidade desses micro-organismos em individuos com
deplecdo da imunidade das células T. Atualmente, nesses pacientes apenas o
M. tuberculosis é isolado com maior frequéncia que o MAC (WASHINGTON et
al., 2006). De fato, 40% dos pacientes HIV-positivos apresentam coinfeccéo
com micobactérias pertencentes ao MAC, principalmente M. avium subsp.
avium tipos 1 e 2 (ACHA & SZYFRES, 2003). Embora os individuos HIV-
positivos possam se infectar tanto pela via respiratéria quanto pela oral, a
segunda ocorre com maior frequéncia (McGARVEY & BERMUDEZ, 2002).

As espécies de MAC, em especial M. avium e M. intracellulare, podem
causar, além de infecgBes pulmonares, infecgdes disseminadas em pacientes
com quadros de leucemia ou doenca renal crénica, principalmente entre 0s que
se encontram sob tratamento hemodialitico (McGARVEY & BERMUDEZ,
2002).
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2.1.3 Demais micobactérias nao tuberculosas

As micobactérias ambientais, ou ndo tuberculosas (‘Non Tuberculous
Mycobacteria’ - NTM), encontram-se disseminadas na natureza e,
antagonicamente as espécies do Complexo M. tuberculosis, apresentam
patogenicidade variavel (HADAD et al, 2005). Sao encontradas
predominantemente no solo, podendo também habitar &gua doce ou marinha.
Podem ser encontradas como sapréfitas, comensais ou simbiontes. A gama de
possiveis hospedeiros é ampla, abrangendo, além dos humanos e animais,
plantas e protozoarios (PRIMM et al, 2004). Humanos e animais sao
constantemente expostos, por inalacdo ou ingestdo, havendo consequente
colonizagdo temporaria ou permanente do trato respiratério ou digestério
(LEAO et al., 2004).

A capacidade das NTM em produzir doenca esta claramente descrita, e
sua importdncia vem aumentando progressivamente, com isolamentos de
diferentes espécies nos laboratérios de micobacteriologia. As NTM presentes
no ambiente podem colonizar um hospedeiro e determinar ou n&ao
manifestacdo de infeccdo ou doenca. O estabelecimento de um divisor entre
infeccdo e doenca é dificil, frente a dificuldade de diferenciacdo da presenca de
micobactérias em amostras clinicas como agentes etiolégicos ou
contaminantes (HADAD et al., 2005).

As NTM possuem impacto significativo na morbimortalidade em
humanos e podem gerar perdas econdmicas na agropecuaria (PRIMM et al.,
2004). As manifestacbes associadas as infeccbes variam desde doenca
crbnica localizada até quadros disseminados, potencialmente fatais
(McGARVEY & BERMUDEZ, 2002).

O tempo de isolamento é variavel, considerando-se crescimento rapido
para as espécies que geram coldnias macroscopicamente visiveis em menos
de sete dias e crescimento lento para as que demandam tempo maior. Esse
aspecto se deve a ampla variagcdo no tempo de geracao (2 a 48 horas) entre as
espécies. Com base na sequéncia 16S rRNA, as espécies de crescimento
rapido e as de crescimento lento poderiam ser distinguidas em dois géneros. A

variabilidade também é expressiva no que se refere a morfologia das colbnias,
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perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e desinfetantes, carreamento de
plasmideos e viruléncia (PRIMM et al., 2004).

Dentre os sistemas ecolégicos onde NTM podem ser encontradas,
destacam-se os sistemas de distribuicdo e tubulagbes de agua, devido a
resisténcia inata desses micro-organismos aos desinfetantes clorados. Os
processos convencionais de tratamento da agua, baseados em cloracéo e
ozonizacgao, resultaram em mudanca consideravel na populacdo bacteriana
nestes locais, favorecendo os actinomicetos de maneira geral, entre eles
Mycobacterium sp. (FALKINHAM Il et al., 2001). Mesmo as micobactérias
menos resistentes, como M. aurum, apresentam tolerancia ao cloro 100 vezes
maior que Escherichia coli (LeDANTEC et al., 2002).

Em adicdo, algumas espécies de NTM possuem capacidade de
formacgéo de biofilme, que facilita a sobrevivéncia nos ductos hidricos, mesmo
sob crescimento lento (PRIMM et al., 2004). A baixa concentracdo de
nutrientes microbioldégicos em &gua tratada também ndo interfere na
persisténcia ambiental das NTM. A literatura refere manuteng&o da viabilidade,
com diminui¢cdo apenas de um log na curva de crescimento, apds 1,4 anos em
agua deionizada estéril (ARCHULETA et al., 2002).

2.2 Micobacterioses e a pandemia da Aids

O avanco no numero de pessoas infectadas pelo virus da Aids (HIV) no
mundo predispde o aumento de doengas reconhecidas como emergentes e re-
emergentes — notadamente causadas por agentes oportunistas — como as
micobacterioses. Em muitas regibes do mundo, a tuberculose constitui a
principal causa de morte em individuos portadores do HIV (WASHINGTON et
al., 2006). Na fase aguda da infec¢céo pelo HIV-1, os pacientes acometidos por
M. tuberculosis sofrem aumentos marcantes nas taxas de viremia plasmatica, a
gual retorna aos niveis basais apdés o0 sucesso do tratamento
antimicobacteriano (McGARVEY & BERMUDEZ, 2002).

As NTM também possuem papel importante na interface entre

micobactérias e a infec¢do pelo virus da Aids. O cenario das infeccdes por
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NTM mudou consideravelmente com o avanco da pandemia da Aids. Houve
aumento significativo no numero de casos e transicdo de doenca
predominantemente respiratéria para infeccdes disseminadas. Nos Estados
Unidos e Europa, entre 25 a 50% dos portadores do HIV apresentam
coinfec¢cdo com NTM. Tais evidéncias motivaram investigacdes sobre possiveis
fontes e rotas de infeccao por estas bactérias (FALKINHAM Ill, 1996).

Estima-se que 34 milhdes de pessoas convivam atualmente com a Aids
em todo o mundo. No ano de 2010, a doenca determinou 1,8 milhdo de 6bitos,
com 2,7 milhdes de casos novos. Na América Latina e Caribe, ao redor de 1,6
milhdes de individuos sdo soropositivos - dos quais 76.000 evoluiram para
Obito - com estimativa de 110.000 novos casos/ano (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2011).

No Brasil, desde o inicio da epidemia da Aids, em 1980, até junho de
2011, o pais acumula 608.230 casos registrados de Aids (condicdo em que a
doenca ja se manifestou). Somente em 2010, foram notificados 34.218 casos
da doencga no pais, com taxa de incidéncia de 17,9/100 mil habitantes (BRASIL,
2011).

O Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica registrou, entre 2000 a
2010, que a taxa de incidéncia caiu na regido sudeste de 24,5 para 17,6/100
mil habitantes. Em contrapartida, cresceu nas outras regides, aumentando de
27,1 para 28,8 no sul; 7,0 para 20,6 no norte; 13,9 para 15,7 no centro-oeste; e
de 7,1 para 12,6 no nordeste. Vale lembrar que a regido sudeste figura como a
regido mais prevalente da doenca no Brasil (56% da prevaléncia nacional)
[BRASIL, 2011b]. Nota-se, de forma preocupante, a tendéncia de progressao
da Aids no Brasil, apesar dos esforcos do Ministério da Saude em conter a
doenca (BRASIL, 2005a).

2.3 Producéo e comercializag&o do leite no Brasil

A producdo de leite bovino no Brasil possui duas realidades

contrastantes. De um lado tém-se uma minoria de produtores especializados,

com grande potencial produtivo. Do outro, encontram-se a maioria dos
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produtores do pais, com exploragdo tipo familiar, com pouca tecnificacdo,
pequeno volume de leite produzido, comercializacdo deficiente e qualidade
pouco controlada (NERO et al., 2004). Esse cenario segue tendéncia mundial
nos paises em desenvolvimento. Segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations), os pequenos produtores sdo responsaveis
pela vasta maioria da producao leiteira nestes territérios, onde a expectativa de
aumento na demanda é de 25% até 2025 (BENNETT, 2008).

A instabilidade do mercado de leite no Brasil forca os pequenos
produtores a procurar alternativas para o comércio de sua producdo, o que
inclui a venda, sem fiscalizacdo sanitaria, de leite cru ou “leite informal”, para
individuos que dédo preferéncia a esse tipo de leite (NERO et al., 2004). Em
escala global, mais de 80% do leite consumido nos paises em desenvolvimento
(em média 200 bilhdes de litros/ano), € comercializado informalmente pelos
produtores, sem nenhum controle sanitario e/ou tratamento térmico do produto
(BENNETT, 2008).

Embora haja perspectiva de aumento na formalizagdo do comércio do
leite e seus derivados, este processo devera ocorrer de forma lenta e gradual,
expondo os consumidores a sérios riscos sanitarios ainda por muitos anos. A
Associagao Brasileira dos Produtores de Leite do Brasil (Leite Brasil), mediante
analise de dados dos levantamentos do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), concluiu que no periodo entre 2000 a 2010, a producéo total
de leite no pais alcancou crescimento de 55%, subindo para 21 bilhdes de
litros/ano. Desse total, o produto comercializado informalmente correspondeu a
26% (ALMERI, 2011).

Paralelamente, inquéritos nacionais confirmam a preferéncia da
populacdo pelo leite sem tratamento térmico. Em 1999, uma empresa de
consultoria brasileira conduziu uma pesquisa entre 1154 individuos habitantes
de areas rurais em quatro regides produtoras de leite do pais, visando obter
informacdes sobre os motivos da preferéncia por leite cru em substituicdo ao
leite pasteurizado. Do total de entrevistados, 61% alegaram que o leite cru é
“mais forte”, “mais nutritivo”, “mais natural”, “mais gorduroso” e “mais confiavel,
pela auséncia produtos quimicos ou agua adicional”. Outros 24% informaram

gue compram o produto devido ao pre¢co mais acessivel. A facilidade de acesso
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ao produto também foi citada como fator determinante para a aquisi¢ao do leite
informal (NERO et al., 2004).

O consumo do leite que ndo recebeu inspecdo sanitaria ou tratamento
térmico expbe a populacdo ao risco de contato com espécies de
Mycobacterium sp., havendo registros claros da ocorréncia destes micro-
organismos no produto (HOLSINGER et al.,, 1997). Roosevelt et al., 1965,
recuperaram micobactérias oportunistas em mais de 55% das amostras coletas
em plataformas de ordenha. Hosty e McDurmont, 1975, referem isolamento
de M. marinum, M. scrofulaceum, M. gordonae, M. flavescense M.
fortuitum em 68,8% de 51 amostras de leite cru.

Appuswami et al. (1980) obtiveram micobactérias em 4.3% dentre 209
amostras de leite coletadas em fazendas e no comércio indiano. Ja Guindi et
al. (1982) obtiveram, a partir de 543 amostras de tanques de resfriamento, 16
isolamentos de M. bovis e oito de M. tuberculosis. Outro estudo identificou
micobactérias saprofitas em 13% de 285 amostras de leite (SANCHEZ e
ROSELL, 1983). Kazwala et al. (1998) referem 3,9% de positividade em
isolamentos de micobactéria a partir de 805 amostras de leite, dos quais dois
isolados de M. bovis, além de M. terrae, M. fortuitum, M. flavescens, M.
gordonae e M. smegmatis.

Na Coréia, Jeon et al. (2010) se propuseram a investigar o diagnostico
de tuberculose a partir de amostras de leite bovino obtidas de tanques de
expansao, utilizando Ensaio Imunoabsorvente Ligado a Enzima (ELISA) com
MPB70, considerado um dos antigenos principais de M. bovis. Os autores
observaram soropositividade de 4,5%. Porém, neste experimento ndo foi
aventado isolamento ou caracterizagdo molecular do micro-organismo.

O Brasil detém o maior rebanho comercial de bovinos do mundo. Desta
forma é imprescindivel disponibilizar no mercado produtos de origem animal de
gualidade e baixo risco sanitario para consumidores internos e externos cada
vez mais exigentes (BRASIL, 2001). Partindo desta premissa, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) iniciou na década de 1990 uma
discuss@o envolvendo diversas esferas do setor leiteiro, buscando alternativas

para melhorar a qualidade do leite produzido no pais (BRASIL, 2002).
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Em 2002 foi publicada a Instru¢do Normativa (IN) nimero 51, revogada
pela IN62 em dezembro de 2011. Dentre outras exigéncias, a IN62
regulamenta a conservagdo, coleta e transporte de leite cru refrigerado.
Preconiza, ainda, que o leite devera ser refrigerado e atingir a temperatura de
4°C (tanques de expansao) ou 7°C (tanques de imersao), nas propriedades de
origem, num periodo ndo superior a trés horas apés o término da ordenha.
Também ha a permissdo de tanques resfriadores coletivos, para atender a
demanda dos pequenos produtores (BRASIL, 2011a). Ademais, a IN62 exige
gue os produtores de leite do Brasil estejam alinhados com as prerrogativas do
PNCEBT, o qual determina os métodos de diagnéstico e eutanasia de bovinos
e bubalinos acometidos pela tuberculose, visando reduzir a prevaléncia da
doenca no pais (BRASIL, 2006).

Desta forma, a pesquisa de micobactérias em leite oriundos de tanques
de expansdo desponta como procedimento importante na vigilancia
epidemiol6gica da doenca no pais. Considerando o impacto da tuberculose e
das micobacterioses como infec¢cOes transmitidas pelo leite, a exigéncia do
controle da tuberculose pela IN62 do MAPA, a alta demanda e os riscos do
consumo do leite informal no Brasil; o presente estudo objetivou nova
perspectiva de diagndéstico micobacteriano: o uso de leite coletivo bovino para

avaliacdo do risco de contato com estes micro-organismos.
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Abstract

Background

Mycobacterium spp. is one of the most important species of zoonotic pathogens that can be
transmitted from cattle to humans. The presence of these opportunistic, pathogenic bacteria in
bovine milk has emerged as a public-health concern, especially among individuals who
consume raw milk and related dairy products. To address this concern, the Brazilian control and
eradication program, focusing on bovine tuberculosis, was established in 2001. However,
bovine tuberculosis continues to afflict approximately 1,3% of the cattle in Brazil. In the present
study, 300 samples of milk from bovine herds, obtained from both individual and collective bulk
tanks and informal points of sale, were cultured on Léwenstein-Jensen and Stonebrink media.
Polymerase chain reaction (PCR)-based tests and restriction-enzyme pattern analysis were
then performed on the colonies exhibiting phenotypes suggestive of Mycobacterium spp., which
were characterized as acid-fast bacilli.

Results

Of the 300 bovine milk samples that were processed, 24 were positively identified as
Mycobacterium spp. Molecular identification detected 15 unique mycobacterial species:
Mycobacterium bovis, M. gordonae, M. fortuitum, M. intracellulare, M. flavescens, M. duvalii, M.
haemophilum, M. immunogenum, M. lentiflavum, M. mucogenicum, M. novocastrense, M.
parafortuitum, M. smegmatis, M. terrae and M. vaccae. The isolation of bacteria from the
various locations occurred in the following proportions: 9% of the individual bulk-tank samples,
7% of the collective bulk-tank samples and 8% of the informal-trade samples. No statistically
significant difference was observed between the presence of Mycobacterium spp. in the three
types of samples collected, the milk production profiles, the presence of veterinary assistance
and the reported concerns about bovine tuberculosis prevention in the herds.

Conclusion

The microbiological cultures associated with PCR-based identification tests are useful tools for
the investigation of the presence of Mycobacterium spp. in milk samples. Using these methods,

we found that the Brazilian population may be regularly exposed to mycobacteria by consuming
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raw bovine milk and related dairy products. This finding reinforces the necessity of further

studies on the presence of Mycobacterium spp. in milk and milk-based products.
Keywords

Mycobacterium spp., bovine, raw milk, bulk tanks, public health, Brazil

Background

Milk is an important source of proteins, sugars, lipids and other nutrients for humans. However,
these nutrients can also serve as substrates for pathogenic microorganisms. The traditional
consumption of homemade dairy products, and especially cheeses, that are composed of non-
heat-treated milk poses a serious risk to public health [1]. It is estimated that more than 90% of
all of the cases of illness related to the consumption of dairy products are of bacterial etiology,

and at least 21 different diseases of this type have been identified [2].

Over the last three decades, approximately 75% of emerging infectious diseases in humans
have been zoonoses. The increasing interdependence of humans on animals and animal
products has been determined to be the most critical risk factor for such infectious diseases [3].
Mycobacterial infections are among the most debilitating conditions affecting humans and
animals because these infections are both chronic and progressive [4]. Among such infections,
tuberculosis is one of the main zoonotic diseases transmitted by bovine milk [5].
Microorganisms of the Mycobacterium genus, such as Mycobacterium bovis, are highly able to
survive in bovine milk and other dairy products. These microbes can be found in the form of
viable bacilli in cream cheese and yogurt produced from raw milk for over 14 days and in butter
for over 100 days [6]. Recently, the presence of these opportunistic, pathogenic bacteria in milk
has emerged as a public-health concern, especially among individuals who consume raw milk

and related dairy products [2].

Considering these health concerns and international trade requirements, many countries have
implemented national programs for the control and eradication of bovine tuberculosis [7]. In

Brazil, the National Program for Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis
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(‘Programa Nacional de Controle e Erradicacéo da Brucelose e Tuberculose’ - PNCEBT) was
established in 2001, with the aim of reducing the incidence of tuberculosis in bovine and
bubaline herds [8]. Brazilian legislative measures now require the regulation of the storage,
collection and transport of refrigerated raw milk [9]. The country has also established a National
Program of Milk Quality to increase the quality of milk production. Despite this program,
however, small farmers are still selling unpasteurized milk that has not undergone sanitary
inspection to individuals who prefer this type of dairy product. National surveys have confirmed
the habit of consumption of milk without any heat treatment [10], and there are no validated
laboratory methods that allow the certification of such untreated milk or dairy products as "free

of viable mycobacteria" [6].

The aim of the current study was to investigate the occurrence of mycobacteria in bovine raw-
milk samples, obtained from both individual and collective bulk tanks and informal trade in the
southeast region of Sao Paulo, Brazil, using microbiological cultures and polymerase chain
reaction (PCR)-based testing. The specific objectives of this study included the comparison of
the presence of mycobacteria in various sample types, the use of bovine milk samples from
herds to evaluate the risk of human contact with these bacteria and the use of PCR and

restriction-enzyme pattern analysis (PRA) to identify the Mycobacterium spp.

Methods

Enrolled farms

This study included small- and medium-sized farms in the southeast region of Sao Paulo state,
a major milk-producing area of Brazil, inserted into the largest national consumer market. The
farms, which were randomly chosen, used either automatic or manual milking systems and
possessed between two and 200 lactating animals. The herds were composed of the Holstein,
Jersey or Girolando breeds or of crossbreeds with the ability to produce milk and exhibited a

median milk production of 12 liters per day.

Epidemiological data on the herds were obtained using a questionnaire administered to farmers

and milk-sellers that requested information on the following: the city where the farm was
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located, the type of milking system, the daily total volume milked (in liters), the mean volume
milked (in liters), the number of lactating animals, the breeds of the lactating animals, the
presence or absence of veterinary assistance and whether there were concerns about
tuberculosis prevention in the herd. In the case of collective bulk tanks, which are used by more
than one farmer to deliver milk, the number of delivering producers per bulk tank was also

ascertained.

Sample collection

One hundred samples were collected directly from the individual bulk tanks, and 100 were
collected from the collective bulk tanks. One hundred samples were also collected at informal
points of sale in the same region. In this case, milk was bought directly from informal sellers.

This sample collection included 25 different cities in the southeast region of Sao Paulo, Brazil.

A total volume of 100 milliliters was collected per sample, and each of the 300 samples was
placed in a sterilized collection flask at the time of collection. The samples were immediately
stored on ice in isothermal boxes (4 to 8 degrees Celsius) until their arrival at the Laboratory of
Infectious Diseases of Animals at the School of Veterinary Medicine and Animal Science of Sao

Paulo State University (UNESP).

Mycobacterial cultures

To avoid contamination or biological risk, the samples were processed in a class Il biological
safety cabinet that had been cleaned with 10 percent sodium hypochlorite and 70 percent
alcohol, followed by exposure to ultraviolet light for 30 minutes, with the air circulation system
turned on. An 8-milliliter aliquot of each sample was then transferred into a screw-top centrifuge
tube for high-speed centrifugation (10.000 rotations per minute for 20 minutes). During this
process, the cells and fat from the samples were concentrated, and the remaining serum was
removed. The Petroff decontamination method, using 4% sodium hidroxide and 4% sulfuric acid
[11], was performed on the mixture of fat and protein sediment derived from each sample to be

used for mycobacterial culture.
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The cultures were maintained on Léwenstein-Jensen and Stonebrink media, incubated
aerobically at 37 degrees Celsius for 90 days and examined weekly. Any colonies exhibiting
phenotypes suggestive of mycobacteria were stained using the Ziehl-Neelsen method and
maintained on the same media at room temperature and hidden from light until PRA was

performed.

PCR-based species identification

For the PCR-based species identification using PRA, DNA extraction was performed by
thermolysis. A loopful (10 microliters) of mycobacteria was suspended in 300 microliters of Tris-
EDTA buffer (pH 8.0) in DNase/RNase-free microcentrifuge tubes, boiled for 10 minutes and
frozen (-20 degrees Celsius) for 10 minutes. These boiling and freezing processes were
repeated three times. To separate the DNA, the microtubes were centrifuged (12.000 rotations
per minute for 5 minutes). Three microliters of the supernatant containing the DNA, 25
picomoles of each primer and 34 microliters of PCR Master Mix (2X)™ (Fermentas™, Thermo
Fisher Scientific, Vilnius, Lithuania) were then combined for PCR. This reaction amplified a 439-
bp fragment within the hsp65 gene using the primers Tb11 (5-ACCAACGATGGTGTGTCCAT-

3) and Th12 (5—CTTGTCGAACCGCATACCCT-3)) [12].

The PCR protocol consisted of a denaturation step at 95 degrees Celsius for 10 minutes,
followed by 45 cycles at 94 degrees Celsius for 1 minute, 60 degrees Celsius for 1 minute and
72 degrees Celsius for 1 minute and a final extension step at 72 degrees Celsius for 10 minutes
(PTC-100 Thermal Cycler, MJ Research™, Basel, Switzerland). The electrophoresis of 3
microliters of the PCR product was then performed on an agarose gel (1 percent) using a 100-
bp molecular-weight marker (Invitrogen™, Carlsbad, United States of America) to confirm the
amplification of the 441-bp fragment. Ten to 15 microliters of the amplified product was digested
with the BstEIl and Haelll restriction enzymes according to the manufacturer’s instructions
(Fermentas™). The resulting restriction fragments were separated by electrophoresis on an
agarose gel (4 percent) using 25- and 50-bp molecular-weight markers (Invitrogen™). The
fragment sizes were estimated using Alpha Ease-Alpha Innotech software (version 6.0) [Alpha

Innotech™, San Leandro, United States of America] and analyzed using internet Prasite [13].
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The amplification of the hsp65 gene cannot differentiate between M. tuberculosis complex
(MTBC) species due to these species’ close genetic relationship. Therefore, isolates belonging
to the MTBC have been analyzed by amplifying a 1020-bp fragment of the gyrB gene using
PRA [14]. In this case, 3 microliters of mycobacterial DNA was added to 44 microliters of PCR
Master Mix (2X)™, and subjected to PCR using 10 picomoles of each of the primers MTUBf (5'—
TCGGACGCGTATGCGATATC-3') and MTUBr (5'-ACATACAGTTCGGACTTGCG-3'). The
PCR protocol consisted of an initial denaturation step for 10 minutes at 95 degrees Celsius; 35
amplification cycles, each consisting of 1 minute at 94 degrees Celsius, 1 minute at 65 degrees
Celsius and 1,5 minutes at 72 degrees Celsius; and a final extension step of 10 minutes at 72
degrees Celsius. Electrophoresis on an agarose gel (1 percent) confirmed the amplification of
the fragment. The amplicon was further digested using the restriction enzymes Rsal, Taql and
Sacll according to the manufacturer’s instructions (Fermentas™). The restriction digests were
separated on an agarose gel (2 percent) using 50- and 100-bp DNA molecular-weight markers
(Invitrogen™). The separated fragments of the gyrB gene were analyzed using Alpha Ease-
Alpha Innotech software (version 6.0) [Alpha Innotech™] and compared with the patterns that

were described by Chimara et al. [14].

Data analysis

For the data analysis, continuous variables were categorized based on their median values. The
total volume milked per day was classified as high (>330 liters) or low (<330 liters), and the
mean volume milked per day was classified as high (>12 liters) or low (<12 liters). The number
of lactating animals in each herd was categorized as many (>11 cows) or few (<11 cows).
Similarly, the number of farmers delivering milk to each collective bulk tank was separated into

two categories: many (>14 farmers) or few (<14 farmers).

Summary statistics were calculated to describe the characteristics of the farms enrolled in the
study. Chi-squared or Fisher's exact tests were used to identify the farm-related factors that
were associated with the isolation of Mycobacterium spp. A logistic regression was then used to

estimate the adjusted associations in a multivariable model, and backward variable selection
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was used to select a possible final model. The data were analyzed using R software (version

2.15.1) [15].

Results and discussion

Information regarding the daily total volume milked (in liters), the mean volume milked (in liters),
the number of lactating animals, the breeds of the lactating animals, the presence of veterinary
assistance and whether concerns existed about the prevention of tuberculosis in the herd was
obtained for 228 of the 300 samples that were collected. This information was not collected for
all of the samples because the informal milk sellers were not always aware of each product’s
origin. The number of farmers who delivered milk to each collective bulk tank was also
considered. The descriptive analyses of these data are summarized in table 1. The sampled
population was highly heterogeneous, with enrolled herds ranging from two to 200 lactating
animals and the total volume milked per day ranging from 15 to 3000 liters. Additionally, for the
collective bulk tanks, the number of contributing farmers ranged from two to 33, with a mean of

14.52.

Of the 300 samples that were processed, 24 tested positive for Mycobacterium spp. Molecular
methods identified 15 distinct species among the isolates, as shown in table 2. One isolate
belonged to the MTBC (M. bovis subsp. bovis), and the other isolates included the
environmental nontuberculous mycobacteria (NTM) M. gordonae, M. fortuitum, M. intracellulare,
M. flavescens, M. duvalii, M. haemophilum, M. immunogenum, M. lentiflavum, M.
mucogenicum, M. novocastrense, M. parafortuitum, M. smegmatis, M. terrae and M. vaccae.
The species that was most frequently isolated was M. gordonae type 9, and the second most

frequent was M. haemophilum type 1.

Nine percent of the samples from the individual bulk tanks yielded Mycobacterium spp.-positive
cultures, whereas 7 percent of the samples from the collective bulk tanks and 8 percent of the
informal-trade samples resulted in positive cultures (table 3). No statistically significant
difference was observed between the number of samples that tested positive by mycobacterial

culture and the epidemiological factors that were considered. These factors included the types



45

of samples collected, the presence or absence of veterinary assistance on the farm, the
concerns about tuberculosis prevention in the herd, the total volume milked per day, the mean
volume milked per day, the number of lactating animals and the number of farmers delivering

milk to each collective bulk tank, as shown in table 3.

The screening tests of milk samples has been used to limit the spread of infectious diseases
[16,17], including certain diseases caused by mycobacteria, such as paratuberculosis [18]. As
the use of bulk-tank milk samples for screening is less labor-intensive and more cost-effective
than individual-tank sampling [19], this approach represents an important development in dairy

research.

Previous studies have addressed the identification of mycobacteria in milk samples collected
from both individual and collective bulk tanks. In one study, opportunistic mycobacteria were
recovered from more than 55% of the samples collected from milking platforms [20]. In another
study, in 1975, the presence of M. marinum, M. scrofulaceum, M. gordonae, M. flavescens and
M. fortuitum was reported in 68.8% of 51 raw-milk samples [21]. Years later, researchers
isolated mycobacteria from 4.3% of 209 milk samples collected from Indian farmers and traders
[22]. In yet another study, saprophytic mycobacteria were identified in 13% of 285 milk samples
[23]. Species from the MTBC have also been isolated from milk; in one case, 16 isolates of M.
bovis and 8 isolates of M. tuberculosis were obtained from 543 milk samples collected from bulk
tanks [24]. Additionally, a study conducted in Korea demonstrated that 4.5% of the collected
milk samples tested positive for M. bovis. However, neither molecular characterization nor
microbiological cultures of the samples were included by the researchers [19]. These data
agree with the results obtained in the present study, in which both saprophytic and pathogenic

mycobacteria were identified in bovine milk samples.

Species from the genus Mycobacterium are recognized as major pathogens transmitted
between the environment, wildlife, livestock and humans. M. bovis represents a serious problem
in the international trade of animals and animal products, resulting in great economic losses to

livestock [25]. Zoonotic tuberculosis in man is attributed mainly to M. bovis and occasionally to
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M. tuberculosis, and this disease is mainly transmitted through milk. Therefore, certain habits,
such as the consumption of raw bovine milk, may predispose individuals to these infections [26].
Although M. bovis does not multiply in milk or does so very slowly, the large number of
mycobacteria that are secreted into the milk of one animal with tuberculous mastitis is generally
sufficient render the homogenized milk from 100 lactating cows [6]. Given such risks and the
fact that Brazil has the largest commercial cattle herd in the world, it is essential to ensure the
high quality and low health risk of animal products destined for customers, who are increasingly

exigent [8].

The ability of NTM to trigger disease is clearly documented in the literature, and concern about
NTM is increasing, with isolates of different species now being researched in reference
laboratories. Potentially pathogenic NTM that are present in the environment can be transmitted
to humans or animals and can cause the onset of infection or disease [27]. Humans and
animals are constantly exposed to NTM via inhalation or ingestion, resulting in the temporary or

permanent colonization of the respiratory or digestive tract [28].

M. gordonae is extremely common in the environment and has been found predominantly in
water. Although M. gordonae is considered to be a nonpathogenic bacterial species, infections
have been reported in both immunocompromised and healthy patients [29]. Similarly, M.
flavescens and M. lentiflavum have been frequently identified in clinical specimens, even
without direct relation to disease. Nevertheless, studies refer M. flavescens in association with
respiratory, skin and spread infections in humans, and M. lentiflavum causing fatal spread

infections [30]. These data highlight the need for more research on these species [29, 31].

The habitat of M. mucogenicum remains unclear. Evidence suggests that this species exhibits a
ubiquitous distribution and that water is the main route of transmission. M. mucogenicum has
been isolated from municipal water distribution systems, in which this microorganism can form
biofilms and also infect amoebae and protozoa [28, 32]. The high resistance of this species to
chlorinated disinfectants and temperature extremes is notable, as these are major factors in the

ecology of M. mucogenicum [32]. Although clinical isolates of this species are rare, these
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isolates have been associated with a wide spectrum of infections in both immunocompromised

and healthy patients [30, 32].

Since the last decade, the isolation of M. vaccae from environmental sources (such as soil and
ponds) as well as animals (such as udder and skin lesions in cattle) has been reported [30]. M.
vaccae is considered to be a nonpathogenic type of NTM and was recently ranked as a
bacterium that is beneficial to the central nervous system. More specifically, in 2010, the
American Society for Microbiology reported growth stimulation in certain neuronal types and
consequently increased serotonin levels and decreased anxiety in mice exposed to M. vaccae
[33]. Similarly, M. parafortuitum is not considered to be a pathogenic species of NTM.
Phenotypically, M. parafortuitum resembles M. fortuitum, but certain biochemical differences
between the two species motivated the classification of M. fortuitum as a novel species in 1966

[34].

M. fortuitum has been recovered from tap water, water distribution systems and various types of
soil. In humans, M. fortuitum is associated with skin lesions but rarely causes pulmonary lesions
or spread infections [30]. This mycobacterial species is the most common type of mastitis-
associated NTM and was reported to be the etiological agent in 17 cases of mastitis in cattle
[35]. The bacterium has also been isolated from raw-milk samples collected from bulk tanks
[36], and in Brazil, M. fortuitum has been isolated from milk samples from cows with a positive
reaction to the tuberculin test [37]. The occurrence of chronic and fibrosing mastitis, which is
associated with Mycobacterium spp., is typically due to the excessive intramammary use of oily
or antimicrobial drugs for mastitis treatment or is secondary to severe cases of clinical mastitis,

as these bacteria act as opportunistic pathogens [35, 38].

M. smegmatis also has been recovered from cattle with mastitis [39]. As the majority of the
NTM, M. smegmatis is frequently found in water and soil [30]. Although this species may be
associated with posttraumatic soft-tissue infections, M. smegmatis has not been described in

disseminated infections, even in immunocompromised patients [30, 40].
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M. immunogenum is a newly described species belonging to the M. chelonae-M. abscessus
group. This species mainly causes hypersensitivity pneumonitis secondary to aerosol inhalation.
M. immunogenum is also associated with disseminated skin infections, septic arthritis, keratitis
and nosocomial infections [41, 42] and can form biofilms on environmental surfaces, such as

pipes or equipment, resulting in a three- to 100-fold increase in disinfectant resistance [42].

M. haemophilum and M. duvalii are species associated with infection in immunocompromised
patients or patients with human immunodeficiency virus (HIV) [30, 43]. In contrast, M.
intracellulare is an etiological agent of disease in healthy patients [30] that has been found in
various treated and untreated water sources, demonstrating the bacterium’s ability to survive in
water for extended periods [44]. This species typically causes pulmonary disease, followed by
lung damage or reduced lung function, or cervical lymphadenitis, and occasionally affects
children [30]. In contrast, M. novocastrense, first described in 1997, is rarely reported in

humans, although there is evidence of this bacterium’s involvement in certain diseases [45].

M. terrae is often recovered from samples of soil, water and vegetables. Initially, this species
was considered to be nonpathogenic, but several reports have associated this mycobacteria
with cases of tenosynovitis and joint and pulmonary infections. Although M. terrae is rarely
associated with disseminated infection, this species exhibits relatively high resistance to

antimicrobial therapy [30, 46].

The current study is the first report of the presence of M. duvalii, M. haemophilum, M.
immunogenum, M. lentiflavum, M. mucogenicum and M. novocastrense in bovine raw-milk
samples. The contamination of raw milk by mycobacteria is apparently inevitable, even under
sanitary conditions, due to the ubiquitous nature of these microorganisms. Only the heat
treatment of raw milk using commercial pasteurization protocols ensures the adequate
destruction of mycobacterial contaminants. Thus, the transmission of viable mycobacteria to
humans through heat-treated bovine milk is unlikely, whereas the consumption of raw bovine

milk and related dairy products represents a public-health risk [38].
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The increasing number of individuals worldwide who are infected with HIV in the world
predisposes the increase in the number of cases of diseases that have been recognized as
emerging and re-emerging, which are mainly those diseases caused by opportunistic agents,
such as Mycobacterium spp. For example, in many regions of the world, tuberculosis is a major
cause of death in HIV-infected individuals [47]. Such mycobacterial infections in HIV patients
are frequently disseminated, although the transmission route of the bacteria remains
controversial. As infection can occur in the lungs and/or gastrointestinal tract of HIV patients, a
wide range of mycobacterial sources and modes of transmission must be investigated [48]. In

particular, unpasteurized, mycobacteria-contaminated milk poses a serious risk to HIV patients.

The ecology and physiology of mycobacteria are complex and differ between MTBC and NTM.
In recent years, the intersection of human, animal and mycobacterial ecology has exposed
humans and animals to mycobacteria and has impacted mycobacterial ecology [48]. Research
on the possible association between mycobacteria and the epidemiological factors preceding

mycobacterial infection will be necessary to reduce the risk of exposure and infection.

Conclusions

Microbiological cultures and PCR-based identification tests are useful tools for the investigation
of the presence of Mycobacterium spp. in milk samples. Our data indicate that the Brazilian
population may be exposed to mycobacteria through the consumption of raw bovine milk and
related dairy products, reinforcing the necessity of further studies on the presence of

Mycobacterium spp. in milk and milk-based products.
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Tables and captions

Table 1. Population characteristics of 228 enrolled farms on southeast
region of Sao Paulo state, Brazil

Mean SD Median Min Max

Total volume milked/day (litres) 443.95 397.15 330 15 3000
Mean volume milked/day (litres) 25.31  25.05 12 2 125
Lactating animals 23,53 27.73 11 2 200
Farmers/collective bulk tank 14.52 7.62 14 2 33

SD = Standard Deviation
Min = Minimum value
Max = Maximum value

Table 2. Mycobacterium spp. isolated from 300 bovine raw milk samples on Sao Paulo
state, Brazil

Individual bulk tanks  Collective bulk tanks Informal trade

. bovis subsp bovis 01/100

. duvalii type 1 - 01/100 -

. flavescens type 1 01/100 -

. fortuitum type 1 01/100 - -
. gordonae type 1 01/100 - -

. gordonae type 2 01/100 -

. gordonae type 9 03/100 01/100

haemophilum type 1 - 01/100 02/100

immunogenum type 1 - 02/100

. intracellulare type 1 01/100 -

. lentiflavum type 2 - 01/100

mucogenicum type 2 01/100

novocastrense type 1 - 02/100 -

. parafortuitum type 1 - 01/100 -

. sSmegmatis type 1 - 01/100

. terrae type 3 - - 01/100

zzzzzlz/zlzlzlzlz 2z 2222

. vaccae type 1 - - 01/100




Table 3. Univariate analysis of risk factors for the isolation of Mycobacterium spp

Isolation of Mycobacterium spp

Risk Factors n % Total P-value*
Milk sample origin 0,87
Individual bulk tank 9 9 100
Collective bulk tank 7 7 100
Informal trade 8 8 100
Veterinary Assistance 0,36
Individual bulk tank 55 55 100
Collective bulk tank 35 35 100
Informal trade 3 11 28
Concerns on bovine tuberculosis prevention 0,24
Individual bulk tank 42 42 100
Collective bulk tank 32 32 100
Informal trade 4 14 28
Total volume milked/day 0,18
High 113 49 228
Low 115 50 228
Mean volume milked/day 0,43
High 114 50 228
Low 114 50 228
Lactating animals 0,87
Many 116 51 228
Few 112 49 228
Farmers/collective bulk tank 0,86
Many 54 54 100
Few 46 46 100

*Pearson’s Chi-squared test, association with Mycobacterium spp. isolation
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4. DISCUSSAO GERAL

Diferentes testes diagnésticos utilizando amostras de leite tem sido
utilizados visando o controle de doengas infecciosas (BYRNE et al., 2000;
SERGEANT et al., 2008), incluindo infec¢des por Mycobacterium sp., como a
paratuberculose (LOMBARD et al., 2006). No Brasil, o teste do anel em leite é
um exemplo tipico e oficial desta abordagem diagnéstica, destinado a
brucelose bovina, inclusive podendo ser executado a partir do leite de rebanho,
diretamente dos tanques resfriadores (BRASIL, 2001). A triagem de doengas
infecciosas com uso de leite dos tanques de expansdo € menos laboriosa e
apresenta melhor custo-beneficio se comparada aos testes individuais (JEON
et al., 2010).

Até o presente momento ndo existem métodos laboratoriais validados
gue permitam a certificacdo de laticinios sem tratamento térmico como “livres
de micobactérias viaveis” (DE LA RUA-DOMENECH, 2006). No entanto,
estudos pontuais tem abordado a determinacdo de micobactérias em amostras
de leite.

A contaminacdo do leite cru por micobactérias aparentemente é
inevitavel, mesmo com boas préticas sanitarias, devido ao carater ubiquitario
destes micro-organismos. O tratamento térmico do leite cru usando os
protocolos comerciais de pasteurizagdo garante destruicdo adequada de
micobactérias contaminantes. A transmissdo de micobactérias viaveis aos
humanos através do leite submetido a inativagcao térmica de micro-organismos
é improvavel. E o consumo do leite cru, bem como seus derivados, que
representa risco sanitario (HOLSINGER et al., 1997).

Estudos em varios paises tém enaltecido a preocupacdo com a
presenca de micobactérias em amostras de leite bovino, bem como a
viabilidade do cultivo microbiolégico como método diagndéstico, tanto em
amostras individuais quanto em tanques de expansdo (HOLSINGER et al.,
1997). Os achados da literatura referem presenca de micobactérias
patogénicas e/ou saprofitas em leite, envolvendo tanto amostras individuais
guanto o leite de rebanho (ROOSEVELT et al., 1965; HOSTY e McDURMONT,
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1975; APPUSWAMI et al., 1980; GUINDI et al., 1982; SANCHEZ e ROSELL,
1983; KAZWALA et al., 1998; JEON et al., 2010).

Nos tanques de expansdo e leite informal amostrados no presente
estudo, obteve-se isolamento micobacteriano em 24 (8%) das 300 amostras
processadas, representados por 15 espécies do género Mycobacterium.

Dentre os isolamentos obtidos, um pertenceu ao MTBC (M. bovis subsp
bovis), obtido a partir de amostra de tanque de expansao individual. Segundo
De La Rua-Domenech (2006), M. bovis praticamente ndo se multiplica no leite,
ou o faz de maneira extremamente lenta. Em contrapartida, o grande nimero
de micobactérias eliminadas pelo leite de uma Unica fémea com mastite
tuberculosa é geralmente suficiente para tornar infectante o leite
homogeneizado de 100 vacas lactantes. Tal fato ilustra o risco sanitéario
representado pela ingestéo de leite e seus subprodutos sem tratamento térmico
ou sem inspecao sanitaria, reconhecidos como fatores predisponentes para o
estabelecimento da tuberculose por M. bovis (COSIVI et al. 1998).

Os demais isolados pertencem ao grupo das NTM (M. gordonae, M.
fortuitum, M. intracellulare, M. flavescens, M. duvalli, M. haemophilum, M.
immunogenum, M. lentiflavum, M. mucogenicum, M. novocastrense, M.
parafortuitum, M. smegmatis, M. terrae e M. vaccae). A espécie mais
frequentemente encontrada foi M. gordonae, em seus tipos 1, 2 e 9.

M. gordonae € extremamente comum no ambiente, encontrada
predominantemente na dgua. Embora seja considerada ndo patogénica, casos
de infeccdo em humanos tem sido reportados, tanto em pacientes
imunocomprometidos quanto sadios, alertando para a necessidade de mais
pesquisas envolvendo a espécie (WEINBERGER et al., 1992). De maneira
similar, M. flavescens tem sido encontrada com certa frequéncia em espécimes
clinicos, mesmo sem relacdo direta com condi¢cdo de doenca. Em contraste,
relatos referem M. flavescens em associacdo com infec¢bes respiratorias,
cutaneas e disseminadas em humanos (LEAO et al., 2004).

Paralelamente, M. lentiflavum tem sido objeto de estudo em diversos
espécimes clinicos, incluindo esputo, casos de doenca pulmonar crénica e
infeccdes disseminadas (LEAO et al. 2004). No entanto, a determinago do

reservatdrio ambiental desta espécie de micobactéira ainda ndo foi claramente
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estabelecida, apesar do isolamento em agua potavel e amostras de solo. Em
humanos, M lentiflavum é descrito tanto em infec¢bes disseminadas fatais
guanto em situacdes ndo associadas a doencga, reforcando a necessidade de
maiores estudos epidemioldgicos e de caracterizacdo molecular (SUFFYS et
al., 2006).

O habitat de M. mucogenicum também ndo esta claramente
determinado. Evidéncias sugerem distribuicdo ubiqua e a agua como principal
via de transmissdo. M. mucogenicum foi isolado em sistemas municipais de
distribuicdo de éagua, onde tem a capacidade de formacdo de biofilme e
infeccdo de amebas e protozoarios (PRIMM et al., 2004; ADEKAMBI, 2009).
Destacam-se a alta resisténcia aos desinfetantes clorados e temperaturas
extremas como fatores determinantes na sua ecologia (ADEKAMBI, 2009). Os
isolados clinicos se relacionam com amplo espectro de infecgBes, tanto em
pacientes imunossuprimidos quanto sadios, embora sejam de ocorréncia rara
(LEAO et al., 2004; ADEKAMBI, 20009).

Na ultima década tem-se relatado o isolamento de M. vaccae em fontes
ambientais (como solo e lagoas) bem como em animais (Ubere e lesdes de
pele em bovinos) [LEAO et al., 2004]. E considerada NTM ndo patogénica, e
recentemente foi apontada como bactéria de atuacdo benéfica no sistema
nervoso central. Em 2010, em nota divulgada pela Sociedade Americana de
Microbiologia, Matthews e Jenkins referiram estimulacdo no crescimento de
alguns tipos neuronais, com consequente aumento nos niveis de serotonina e
decréscimo de ansiedade em camundongos expostos a M. vaccae (ASM,
2010).

M. fortuitum ja foi recuperada em amostras de agua tratada e seus
sistemas de distribuicdo, além de diversos tipos de solo. Em humanos esta
relacionada a infecgbes cutdneas, e raramente pulmonares ou disseminadas
(LEAO et al., 2004). Esta espécie é considerada a NTM mais frequentemente
associada a mastite, tendo sido identificada como agente causal em surto com
17 casos de mastite bovina (WETZTEIN & GREENFIELD, 1992). Dunn e
Hodgson (1982) referiram o isolamento em amostras de leite cru, proveniente

de tanques de expansao e transportadores. No Brasil, foi isolada em amostras
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de leite em vacas com reacédo positiva ao teste de tuberculinizacdo (PARDO et
al., 2001).

A ocorréncia de mastite cronica e fibrosante associada a Mycobacterium
sp. usualmente estd relacionada ao uso intramamario excessivo de
preparagdes oleosas ou antimicrobianas no tratamento intramamario da mastite
(WETZTEIN & GREENFIELD, 1992). Podem, também, ocorrer
secundariamente a casos severos de mastite clinica, atuando como patégenos
oportunistas (HOLSINGER et al., 1997).

Fenotipicamente, M. parafortuitum assemelha-se ao M. fortuitum. No
entanto, algumas variacdes bioguimicas, motivaram a classificacdo como nova
espécie em 1966 por Tsukamura. Até 0 momento é considerada uma NTM nao
patogénica para humanos e animais (GANGADHARAM & JENKINS, 1998).

M. smegmatis, tem sido frequentemente isolada a partir de amostras de
solo e agua (LEAO et al., 2004). J4 foi isolada no leite de vacas com mastite
(RICHARDSON, 1970). Muito embora possa estar associada a infeccdo pés-
traumatica de tecidos moles, M. smegmatis ndo tem sido descrita em infec¢fes
disseminadas, mesmo em pacientes imunocomprometidos (LEAO et al., 2004;
BOHSALI et al., 2010).

M. immunogenum é uma espécie recentemente descrita, que pertence
ao grupo M. chelonae-M. abscessus. Causa, principalmente, pneumonite por
hipersensibilidade secundaria a inalagio de aerossois. E associada também a
infeccbes cutdneas disseminadas, artrite séptica, ceratite e infec¢des
hospitalares (SAMPAIO et al., 2006; FALKINHAM 1II, 2009). E capaz de formar
biofilmes no ambiente (em superficies ambientais, tubos ou equipamentos),
tornando-se 3 a 100 vezes mais resistente aos desinfetantes (FALKINHAM 111,
2009).

M. haemophilum, bem como M. duvalii, sdo espécies relacionadas a
infeccdo em humanos imunocomprometidos ou portadores do virus HIV (LEAO
et al.,, 2004; SINGH et al., 2007). Em contraste, M. intracellulare é agente
etioldgico de doenca em pacientes higidos (LEAO et al., 2004). M. intracellulare
tem sido isolada em diversas fontes de agua, tratada ou néo, evidenciando a
capacidade de sobrevivéncia em éagua por longos periodos (TUFFLEY &

HOLBECHE, 1980). Geralmente causa doenca pulmonar, seguida de danos
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pré-existentes e funcdo pulmonar reduzida ou linfadenite cervical, com
acometimento esporadico de criancas (LEAO et al., 2004). Descrita pela
primeira vez em 1997, M. novocastrense raramente € relatada em humanos,
apesar de haver evidéncias do envolvimento em quadros clinicos (SHOJAEI et
al., 2011).

M. terrae é frequentemente recuperada de amostras de solo, agua e
vegetais. Inicialmente foi considerada ndo patogénica, mas atualmente varios
relatos referem esta micobactéria em infec¢des articulares, tenosinovites e
acometimento pulmonar. Raramente € associada a casos de infeccdo
disseminada. Apresenta relativa resistencia a terapia antimicrobiana (LEAO et
al., 2004; SMITH et al., 2000).

Dentre a literatura consultada, M. duvalli M. haemophilum, M.
immunogenum, M. lentiflavum, M. mucogenicum e M. novocastrense Sao
notificadas pela primeira vez no leite cru de vacas. Ademais, o predominio de
NTM nas vacas, dentre a regido amostrada, em detrimento do isolamento de
M. bovis ou M. avium, poderia encontrar reflexo no PNCEBT, instituido no
Brasil desde 2001, que exige a eutanasia de animais positivos nos testes de
tuberculinizacdo, mais sensiveis e especificos para o diagnéstico destas
espécies de micobactérias. Por outro lado, a presenca quase que exclusiva de
NTM no leite de vacas obtido de tanques de expansdo e comércio informal,
pode indicar um processo de “inversdo” do predominio de infec¢do por estas
espécies de micobactérias, em detrimento das consideradas classicas, M.
bovis e M. avium.

Em adicdo, a presenca de NTM no leite amostrado na regido, pode se
constituir em fator de confuséao, ou inespecifico no controle oficial no Brasil, em
virtude de provaveis reacfes inespecificas no alergodiagnostico da tuberculose
bovina. As causas de reacdes inespecificas nos testes de tuberculinizacao
incluem a paratuberculose, infecdo ou exposicdo ao MAC, micobacterioses
cuténeas ou exposicdo as NTM. A exposicdo as NTM é capaz de causar
sensibilizacdo dos bovinos a tuberculina bovina (PPD-B), embora a reatividade
seja de curso transitério e rapido (MONAGHAN et al., 1994).

Usualmente as infec¢cdes por NTM em humanos ndo sdo responsivas ao

tratamento convencional anti-tuberculose. Com efeito, sdo equivocadamente
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consideradas como infec¢des por linhagens multi-resistentes de M. tuberculosis
nos paises em desenvolvimento, com limitac6es de diagndstico e de recursos
direcionados a saude. Tradicionalmente, nestes paises o diagnéstico da
tuberculose ainda é realizado de forma empirica, baseado apenas na avaliagéo
clinico-radiografica do paciente ou no exame microscOpico de escarro. A
deficiéncia de instalacbes adequadas para 0 manejo laboratorial de
micobactérias em condi¢cdes adequadas de biosseguranca limita ou impede o
cultivo micobacteriano ou outras provas diagndsticas mais especificas,
resultando em subdiagndstico dos casos de infeccdo por NTM em humanos
(SINGH et al., 2007). De maneira similar, sdo escassos 0s estudos em outros
paises envolvendo o isolamento bem como a deteccdo molecular de NTM no
leite de bovinos.

A Organizacdo Mundial da Saude alerta atualmente para a necessidade
de ampliacdo do numero e da capacidade dos laboratérios de diagnéstico para
a tuberculose e micobacterioses. Em 2010, oito dos 22 paises com altos
indices de tuberculose (incluindo o Brasil), que juntos correspondem a 80% dos
casos de tuberculose em nivel global, ndo atingiram a meta de um centro de
microscopia/100.000 habitantes. Combinando a lista destes 22 paises com a
relacdo de 27 paises com maior nimero de casos de tuberculose multi-
resistente, obtém-se um total de 36 nacgdes, das quais 20 ndo possuem a
capacidade recomendada de um laboratério capacitado para cultivo
micobacteriano, tampouco de testes de susceptibilidade aos farmacos/5
milhdes de habitantes (WHO, 2011).

A maioria dos estudos investigando a detec¢cdo de Mycobacterium sp.
em leite tem utilizado amostras experimentalmente inoculadas (PEREZ et al.,
2002; DIB et al., 2006; MESSELHAUSSER et al., 2012), em detrimento do
diagnéstico de micro-organismos ambientais ou decorrentes de infeccdo
natural. A alta resisténcia ambiental do género Mycobacterium aliada aos
aspectos como a geracdo de doenca crbnica por parte das espécies
patogénicas (com possibilidade de portadores assintomaticos por longos
periodos) e a ecologia complexa das espécies ambientas (com sua ampla
gama de reservatérios) representam um desafio aos profissionais da éarea
médica (PRIMM et al., 2004; BRIET et al., 2005). Paralelamente, reforcam a
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necessidade de estudos relativos a ocorréncia, incidéncia e prevaléncia destes
micro-organismos, bem como sua correlacdo com aspectos epidemioldgicos
(ambientais) ou de producado animal.

No presente estudo ndo houve associacao estatistica da ocorréncia de
micobactérias nas amostras de leite com os fatores epidemiologicos
considerados, quais sejam: os trés perfis diferentes de amostras (tanques
individuais, tanques coletivos, leite de comércio informal); presenca de
assisténcia veterinaria ao rebanho; adocao de medidas preventivas em relagcao
a tuberculose bovina; volume diario total ordenhado; média de producao diéria;
numero de animais em lactacdo no rebanho e o nimero de produtores
envolvidos no abastecimento de cada tanque coletivo. No entanto, na literatura
consultada, ndo foram encontrados estudos que associassem o isolamento
micobacteriano em amostras de leite bovino com fatores epidemioldgicos da
sua producao.

Os achados do estudo sinalizam a necessidade de novas investigacoes
visando a elucidagdo das potenciais vias de transmissdo de Mycobacterium sp
em vacas no Brasil, bem como alertam para os riscos em saude publica, visto
gue muitas destas micobactérias sdo potencialmente patogénicas para
humanos, e poderiam ser ingeridas em leite cru ou ndo tratado termicamente

dos tanques ou leite informal na regido estudada.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Nado foi observada associacdo entre o perfil epidemiolégico dos
rebanhos amostrados e o isolamento de Mycobacterium sp. no leite. O cultivo
microbiolégico e a técnica de PCR-PRA apresentaram alta concordancia de
resultados, reforcando a validade do cultivo microbiolégico como método
padrdo, bem como a possibilidade de uso de métodos moleculares no
diagnéstico do género Mycobacterium no leite bovino.

A investigacdo continuada da presenca do género Mycobacterium no
leite pode contribuir na melhoria da seguranca alimentar inerente ao produto,
bom como fornecer subsidios da presenca de rebanhos infectados para o
PNCEBT.

A presenca de micobactérias patogénicas, potencialmente patogénicas e
saprofitas em amostras de leite cru, alerta para a importancia dos processos de
inativacdo térmica de micro-organismos na cadeia produtiva de laticinios.
Indica também a necessidade de esforgos continuados na fiscalizagé@o sanitaria
destes produtos e concretizacdo de politicas publicas que incentivem a

formalizagdo do comércio de leite e seus subprodutos no Brasil.
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