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Resumo

No diagnóstico post-mortem da tuberculose bovina, a cultura 
bacteriana e os testes bioquímicos são atualmente realizados para a 
caracterização do agente etiológico. O cultivo leva até 90 dias para 
ser concluído além da necessidade da complementação por testes 
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bioquímicos. O diagnóstico por meio de testes moleculares, tais como 
a reação em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction – 
PCR), pode proporcionar resultados rápidos e confiáveis, diminuindo 
significativamente o tempo para obtenção de resultados. Neste estudo, 
um sistema de nested-PCR, tendo como alvo o gene rv2807, com 
uma PCR convencional, seguida de amplificação em tempo real, foi 
desenvolvido para a detecção do complexo Mycobacterium tuberculosis 
(CMT) diretamente a partir de homogeneizados de tecidos de bovinos e 
bubalinos. A sensibilidade e especificidade das reações foram avaliadas 
com amostras de DNA extraídas de micobactérias tuberculosas e não-
tuberculosas, além de outras espécies Actinomycetales e amostras de 
DNA extraído diretamente de homogeneizados de tecidos de bovinos e 
bubalinos. O sistema de nested-PCR mostrou uma alta especificidade 
para o CMT e uma sensibilidade clínica (67,4%) comparável à obtida 
pela cultura (66,3%). A sensibilidade clínica foi maior em bovinos 
apresentando lesões visíveis do que em bovinos sem lesões visíveis.  
A reação de nested-PCR foi capaz de detectar CMT em bovinos com 
teste tuberculínico intradérmico comparativo positivo, sem lesões 
visíveis e com culturas negativas.

Termos para indexação: tuberculose bovina e bubalina; nested-PCR; 
real-time PCR; tecido; inspeção sanitária.
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Direct detection of 
Mycobacterium tuberculosis 
complex in bovine and 
bubaline tissues by nested-
PCR

Abstract

Post-mortem bacterial culture and specific biochemical tests are 
currently performed for the characterization of the etiologic agent 
of bovine tuberculosis. Culture takes up to 90 days to develop 
and needs bioquimic tests. The diagnosis by molecular tests 
such as PCR can provide fast and reliable results, significantly 
decreasing the time of confirmation. In this study, a nested-PCR 
system, targeting rv2807, with a conventional PCR followed by 
real-time PCR reaction, were developed to detect Mycobacterium 
tuberculosis complex (CMT) organisms directly from bovine and 
bubaline tissue homogenates. Sensitivity and specificity of the 
reactions were evaluated with DNA samples extracted from 
tuberculous and non-tuberculous mycobacteria, besides other 
Actinomycetales species, and DNA samples extracted directly from 
bovine and bubaline tissue homogenates. The nested-PCR system 
showed high specificity for CMT, and clinical sensitivity (67.4%) 
comparable to culture (66.3%). Clinical sensitivity was higher in 
cattle showing visible lesions than in cattle with no visible lesions, 
although nested-PCR was able to detect CMT from cattle with 
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positive comparative intradermal tuberculin test, with no visible 
lesions and negative cultures.

Index terms: Bovine and bubaline tuberculosis; nested-PCR; real-time 
PCR; tissue; sanitary inspection.
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Introdução

A tuberculose é uma doença infecciosa crônica, causada por membros 
do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), incluindo M. 
tuberculosis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. caprae e M. 
cannetii (BROSCH et al., 2002). Em bovinos, embora M. bovis seja o 
agente mais comum da tuberculose, outras espécies do CMT foram 
descritas, tais como M. tuberculosis (AMENI et al., 2011), M. caprae 
(SAHRAOUI et al., 2009) e M. africanum (WEBER et al., 1998).

No Brasil, o controle da tuberculose bovina e bubalina envolve o abate 
de animais infectados, definidos pela reação intradérmica à tuberculina 
(Purified Protein Derivative - PPD). Além disso, a vigilância epidemio-
lógica em matadouros é realizada, com inspeção sanitária de todos os 
animais abatidos para fins de consumo (BRASIL, 2004). No entanto, 
não há nenhuma coleta sistemática de lesões que seja compatível com 
a tuberculose (LCT-lesão compatível com tuberculose) para a sua sub-
sequente cultura e confirmação da doença.

Com a globalização econômica, as barreiras tarifárias foram substituí-
das por barreiras sanitárias. Há uma crescente pressão dos mercados 
importadores para o diagnóstico definitivo da tuberculose em LCT de 
bovinos e bubalinos, nos países exportadores.

Embora a cultura bacteriológica seja um método confiável para a de-
tecção de CMT, é um método moroso, levando até 90 dias para ser 
concluído, porque os membros deste complexo crescem lentamente, 
comparados com os padrões bacteriológicos (COSTELLO et al., 1998; 
MILLER et al., 2002; SCHMITT et al., 2002; DROBNIEWSKI et al., 
2003; HINES et al., 2006; de LISLE et al., 2008).

Neste sentido, ressaltam-se os sistemas moleculares de diagnóstico, 
especialmente aqueles baseados na tecnologia de PCR em tempo real, 
uma vez que são mais rápidos e mostram maiores possibilidades de 
automação (SOINI; MUSSER, 2001). Embora diversos sistemas de 
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PCR em tempo real tenham sido desenvolvidos para detectar CMT 
diretamente a partir de amostras biológicas em seres humanos, o de-
senvolvimento de procedimentos para a detecção de CMT em homo-
geneizados de tecidos de bovinos e bubalinos tem sido muito limitado 
(TAYLOR et al., 2001; PARRA et al., 2008; TRACHER et al., 2011). 
Os principais obstáculos são a dificuldade em extrair o DNA micobac-
teriano em amostras de bovino e bubalino, pela baixa carga micobac-
teriana e pela estrutura da amostra biológica em si, o que geralmente 
contem fibrose e calcificação, que dificultam o acesso ao DNA a ser 
detectado (LIEBANA et al., 1995). Outra dificuldade é que geralmente 
a concentração de DNA de micobactérias viáveis ​​é normalmente bai-
xa, em comparação com a concentração de DNA do hospedeiro (THA-
CKER et al., 2011). Um terceiro problema é que bovinos com reações 
positivas ao PPD nem sempre mostram lesões visíveis durante o abate 
no matadouro (COSTELLO et al., 1997), devido a infecções recentes 
por micobactérias.

Para superar os problemas com a sensibilidade na detecção de mico-
bactérias patogênicas diretamente a partir de tecidos de bovinos ou 
bubalinos, este artigo descreve uma nested-PCR, com uma combi-
nação de uma primeira PCR convencional e uma segunda reação de 
PCR em tempo real, para a detecção do CMT em homogeneizados de 
tecidos.

Material e métodos

Amostras biológicas - As estirpes de referência de bactérias utilizadas para 
testes de sensibilidade ou especificidade e para a otimização da nested-
PCR estão listadas na Tabela 1, incluindo os membros do complexo 
Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium bovis e Mycobacterium 
tuberculosis), complexo Mycobacterium avium (Mycobacterium avium), 
Actinomycetales atípicos (Mycobacterium abscessus, Mycobacterium 
fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii e 
Mycobacterium smegmatis), e Actinomycetales não micobacterianos 
(Corynebacterium pseudotuberculosis, Rhodococcus equi).
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Tabela 1. Amostras de bactérias utilizadas para avaliação de especificidade e 
sensibilidade analítica para nested-PCR.

Espécie Cepa/origem

Corynebacterium pseudotuberculosis LGCM/FIOCRUZ*

Mycobacterium abscessus ATCC 19977/FIOCRUZ

Mycobacterium avium ATCC 25291/FIOCRUZ

Mycobacterium bovis AN5 strain, Agricultural Ministry – LANAGRO 
MG

Mycobacterium fortuitum ATCC 6841/FIOCRUZ

Mycobacterium gordonae ATCC 14470/FIOCRUZ

Mycobacterium kansasii ATCC 12478/FIOCRUZ

Mycobacterium tuberculosis H37Rv/FIOCRUZ

Mycobacterium smegmatis ATCC 700044/FIOCRUZ

Rhodococcus equi ATCC 6939/FIOCRUZ

*Fundação Oswaldo Cruz, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saúde.

Além disso, DNAs obtidos a partir de amostras de cultura isoladas 
de lesões de bovinos naturalmente-infectados com M. bovis do 
LANAGRO, Minas Gerais, Brasil (n = 50), ou do Instituto Biológico, 
São Paulo, Brasil (n = 42); DNAs isolados a partir de 170 amostras 
de cultura de M. tuberculosis oriundos de isolados de expectoração 
humana com tuberculose (LABMAM, Fiocruz, RJ, Brasil), e DNAs 
purificados a partir de amostras de cultura (n = 3) de M. avium do 
LANAGRO, foram utilizados. A identificação de M. bovis e M. avium 
foi realizada por métodos bioquímicos (amostras de LANAGRO) ou 
por PCR com iniciadores JB21 e JB22 para CMT (RODRIGUEZ et al., 
1995). A identificação de estirpes de M. tuberculosis foi realizada 
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por spoligotyping (KAMERBEEK et al., 1997) e por PCR para detec-
tar o polimorfismo do gene pncA (BAROUNI et al., 2004).

Estirpe de referência de M. bovis AN5 foi cultivada em meio Stone-
brink, enquanto que as outras estirpes de referência de Mycobacte-
rium sp foram cultivadas em meio de Lowenstein Jensen. Cepas de 
não-micobactérias não foram cultivadas e o DNA foi purificado direta-
mente a partir da suspensão bacteriana liofilizada.

Isolamento de DNA bacteriano cepas padrão – O DNA das cepas 
bacterianas de referência foi purificado com o kit Blood & Tissue 
Dneasy (Qiagen), seguindo as instruções do fabricante. A qualidade 
e concentração de amostras de DNA foram avaliadas por espectrofo-
tometria (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific) e por eletroforese 
em gel de agarose a 0,8%, corado com SYBR Gold (Invitrogen).

Iniciadores e sondas – Com base em sequências de DNA de membros 
do CMT, disponíveis no Genbank-NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
e BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), alvos específicos foram se-
lecionados para a amplificação de DNA. Os iniciadores e sondas para 
a nested-PCR foram desenhados com programa Primer Express v2.0 
(Applied Biosystems).

O alvo selecionado para a amplificação foi rv2807 (ID:888907), um 
gene de 443 pb que codifica uma proteína hipotética do complexo M. 
tuberculosis.

Dois conjuntos de iniciadores foram desenhados: externos, para am-
plificação por PCR convencional, e internos e sonda marcada, para 
amplificação por PCR em tempo real com  TaqMan MGB. A primeira 
reação foi incluída para enriquecimento do DNA do CMT, pois uma 
maior concentração relativa de DNA isolado a partir de tecidos do 
hospedeiro (bovino/bubalino) pode interferir com a amplificação do 
gene alvo. As sequências de iniciadores e a sonda estão apresenta-
das na Tabela 2.
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Tabela 2. Iniciadores (primers) utilizados na primeira reação (PCR convencional) 
e segunda reação de PCR em tempo real para o Complexo Mycobacterium 
tuberculosis (CMT).

Gene alvo Sequência (5’43’)

rv2807 Externo forward:  GGCGGTGGCGGAGTTGAAGGCGATGAG

Externo reverse: GCCGCGAGCGAGTCTGGGCGATGTC 

Interno forward: MTC: CATTGCTGCGTAATTCGATCA

Sonda: 6FAM CATCCACACCTGTTCG MGBNFQ

Interno reverse: MTC: GACCTTGGGCGCCTCAT

Padronização da nested-PCR – As PCRs convencionais foram realizadas 
em volume de 25µL, contendo 10 mM de Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM de 
KCl, 1.5 mM MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP, 7,5 pmol de cada inicia-
dor, 1,25 U de Taq DNA polimerase (Sigma), e 400 ng de DNA.

As reações de segundo passo (PCR em tempo real) para o CMT foram 
realizadas em volume de 12,5 µL, contendo 6,25 µL de TaqMan Master 
Mix (Applied Biosystems), 600 nM de cada iniciador, 100 nM da sonda 
e 3 µL da primeira reação de PCR.

As amplificações iniciais foram realizadas em termociclador MJ Mini 
Biorad. A desnaturação inicial foi realizada a 95ºC durante 4 minutos, 
seguido por 35 ciclos de desnaturação a 95ºC durante 1 minuto e 
30 segundos, anelamento a 65°C durante 30 segundos, e extensão 
a 72ºC durante 45 segundos. Um único passo de 72°C de extensão 
final foi realizado durante 3 minutos. As amplificações por PCR em 
tempo real foram realizadas em termociclador StepOne Plus (Applied 
Biosystems, EUA). A desnaturação inicial foi realizada a 95ºC durante 
10 minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturação a 95°C durante 15 
segundos e anelamento extensão a 62°C durante 30 segundos.
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Para todas as reações de nested-PCR, os controles positivos com DNA 
de M. bovis AN5 e DNA de M. tuberculosis H37Rv, bem como um con-
trole negativo, sem DNA, foram incluídos.

Os iniciadores e sondas do CMT foram testados quanto à especificidade 
com 50 ng de DNA de Corynebacterium pseudotuberculosis, 
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium 
fortuitum, Mycobacterium gordonae, Mycobacterium kansasii, 
Mycobacterium smegmatis e Rhodococcus equi. Para testar inibidores da 
PCR, alíquotas de DNA das espécies acima utilizadas para a avaliação da 
especificidade foram misturados com DNA de M. bovis AN5 e testadas 
por nested-PCR. As condições de amplificação foram as mesmas para o 
alvo específico.

Os iniciadores e sonda para o CMT foram testados quanto à sensibi-
lidade analítica com diluições em série de DNA a partir de cepas de 
referência de M. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv, em triplicata, 
mas com uma mistura de reação para cada repetição. As amostras de 
DNA foram testadas apenas por PCR em tempo real, apenas por PCR 
convencional, e por nested-PCR (ambas as reações convencional e em 
tempo real).

Os iniciadores e sonda para CMT foram também testados quanto à 
sensibilidade com as amostras de DNA de 92 culturas de M. bovis de 
bovinos naturalmente infectados, fornecidas pelo LANAGRO e Instituto 
Biológico, e com 170 amostras de DNA de culturas de M. tuberculosis 
de humanos naturalmente infectados.

Detecção direta do CMT por tecidos em bovinos e búfalos – A detec-
ção direta de CMT em homogeneizados de tecidos foi realizada com os 
seguintes grupos de animais:

a) 70 bovinos positivos ao teste tuberculínico cervical comparativo 
(TCC), incluindo 45 bovinos com lesões compatíveis com tuberculose 
(LCT) e 25 sem lesões visíveis (SLV). Esses animais, de diferentes ida-
des e categorias zootécnicas (leite e carne), foram abatidos seguindo 
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as recomendações do Programa Nacional de Controle e Erradicação da 
Brucelose e Tuberculose - PNCEBT (BRASIL, 2004).

b) 20 bovinos mostrando LCT durante a inspeção de sanitária de rotina. 
Estes animais não foram testados para tuberculose bovina por teste 
cutâneo intradérmico.

c) 23 bovinos TCC negativos. Estes animais eram provenientes de uma 
fazenda de exploração mista (leite e carne), com história prévia de 
tuberculose bovina.

d) 46 búfalos (Bubalus bubalis), incluindo 9 animais TCC + com LST, 7 
animais TCC + SLV e 30 animais não testados pelo TCC, mas mos-
trando LCT durante a inspeção de abate de rotina.

Os TCCs foram realizados de acordo com o regulamento do PNCEBT 
(BRASIL, 2004). A reação TCC positiva foi definida como um aumento 
relativo da espessura da pele no local de injeção do PPD bovino de pelo 
menos 4 mm acima do que o aumento da espessura da pele no local de 
injeção do PPD aviário (BRASIL, 2004).

As lesões compatíveis com tuberculose (LCT) foram obtidas neste estu-
do a partir de linfonodos hepáticos, ilíacos, mandibulares, mediastinais, 
mesentéricos, pré-escapulares, linfáticos, retrofaríngeos e traqueobrô-
nquicos; ou dos pulmões, amídalas, fígado ou diafragma. Quando os 
animais não mostraram lesões visíveis (SLV), linfonodos hepáticos, 
mediastinais, mesentéricos, retrofaríngeos e traqueobrônquicas foram 
coletados.

Os órgãos foram conservados em gelo até a chegada ao laboratório, 
onde foram mantidos a -30ºC até o processamento. Os órgãos foram 
descongelados e divididos em duas amostras, uma para a cultura e a 
outra para o isolamento de DNA.

Para o isolamento do DNA, as amostras foram cortadas em pedaços 
de 100 mg, correspondente à transição entre as lesões macroscópicas 
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e a área aparentemente saudável. Estas peças foram completamente 
homogeneizadas com 1 mL de solução salina tamponada com fosfato 
(PBS). A partir destas suspensões de tecidos, 200 µL foram usados ​​
para o isolamento de DNA com kit Blood & Tissue Dneasy (Qiagen), 
seguindo as instruções do fabricante. As reações de nested-PCR foram 
realizadas como descrito no item anterior.

Para a cultura, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas 
com uma quantidade equivalente de água e areia estéril. As suspensões 
de tecido foram filtradas em gaze estéril e centrifugadas a 1200 xg 
durante 15 minutos. Os sedimentos foram suspensos em 2 mL de so-
lução estéril, descontaminadas pelo método de Petroff e cultivadas em 
meio de Stonebrink. As culturas foram incubadas a 37°C e observadas 
semanalmente até 90 dias. Os esfregaços das colônias isoladas foram 
corados com Ziehl-Neelsen (ZN) para BAAR. Todas as culturas BAAR+ 
foram analisadas por PCR com os iniciadores JB21 e JB22 para CMT 
(RODRIGUEZ et al., 1995).

Os animais foram considerados positivos para a tuberculose quando 
pelo menos uma amostra de tecido apresentava amplificação positiva 
na nested-PCR ou mostrava culturas BAAR+, confirmadas por PCR 
com iniciadores JB21 e JB22.

Análise estatística – Os testes de qui-quadrado ou exato de Fisher 
foram realizados para avaliar a correlação entre as variáveis ​​categóri-
cas. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos 
quando p ≤ 0,05.

Resultados

A análise in silico das sequências dos iniciadores e sondas está 
mostrada na Figura 1. Identidade total foi detectada com espécies 
do CMT, incluindo M. bovis (incluindo BCG), M. tuberculosis, M. 
africanum, exceto M. canettii, com quem houve identidade parcial, 
juntamente com M. abscessus, M. avium, M. gilvum, M. intracellulare, 
M. paratuberculosis, M. rhodesiae, M. smegmatis e M. ulcerans.
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A especificidade da nested-PCR para CMT foi testada com DNA 
de C. pseudotuberculosis, M. abscessus, M. avium, M. fortuitum, 
M. gordonae, M. kansasii, M. smegmatis e R. equi. Não houve 
amplificação quando 50 g de DNA destes microrganismos foram 
utilizados. Alíquotas de DNA de microrganismos não-alvo foram 
adicionadas com DNA de M. bovis AN5 para testar os inibidores de 
PCR e amplificações foram detectadas, mostrando que não houve 
interferência dos inibidores de PCR.

No que diz respeito à sensibilidade analítica, os iniciadores e sondas 
para CMT foram testados por PCR convencional, PCR em tempo real 
e nested-PCR. DNA de M. bovis AN5 foi detectado até 390 pg com 
a PCR convencional, 24,37 pg com PCR em tempo real, e 1,52 pg 
com nested-PCR. DNA de M. tuberculosis H37Rv foi detectado até 
6,25 pg com a PCR convencional, 24,37 pg com PCR em tempo real 
e 6,09 pg com nested-PCR.

Das 50 amostras de DNA isoladas de culturas de lesões de bovinos 
naturalmente-infectados com M. bovis do LANAGRO - Ministério da 
Agricultura, 49 (98,8%) foram positivos na nested-PCR para CMT. 
Todas as 42 (100%) amostras de DNA isolado de culturas de M. bo-
vis do Instituto Biológico, em São Paulo, foram positivas na nested- 
PCR para CMT. Com relação aos DNAs de 170 amostras de cultura 
de M. tuberculosis isoladas de escarro de pessoas com tuberculo-
se (LABMAM, Fiocruz, RJ, Brasil), todas (100%) foram positivas na 
nested-PCR para CMT.

As amostras de tecidos de 113 bovinos foram testadas diretamente por 
nested-PCR para CMT. Os resultados da nested-PCR e cultura estão 
mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3. Resultados de nested-PCR para complexo Mycobacterium tuberculosis 
e cultura de 113 homogeneizados de tecidos bovino.

Status Número total Teste Número de 
positivos (%) p-value

TCC + e LCT  45 
Nested-PCR + 32 (71,1)

0,319
Culturas BAAR + * 37 (82,2)

TCC + e SLV 25 
Nested-PCR + 12 (48,0)

0,862
Culturas BAAR + * 10 (40,0)

TCC - e SLV 23
Nested-PCR + 0 (0,0)

0,999
Culturas BAAR + * 1 (4,3)

Sem TCC e LCT 20
Nested-PCR + 9 (45,0)

0,319
Culturas BAAR + * 5 (25,0)

TCC = Teste tuberculínico cervical comparativo
BAAR= Bacilos álcool-ácido resistentes
*Confirmados por PCR usando iniciadores JB21 e JB22 (RODRIGUEZ et al., 1995).
Amostras de tecido de 46 búfalos foram testadas diretamente por nested-PCR para 
CMT. Os resultados da nested-PCR e cultura estão mostrados na Tabela IV.

Amostras de tecido de 46 búfalos foram testadas diretamente por nested-PCR para CMT. 

Os resultados da nested-PCR e cultura estão mostrados na Tabela IV.

Tabela 4. Nested-PCR para complexo Mycobacterium tuberculosis e resultados 
de cultura de 46 homogeneizados de tecidos de bubalinos.

Status Número total Teste Número de 
positivos (%) p-value

TCC + e LCT 9 
Nested-PCR + 9 (100)

1
Culturas BAAR + * 9 (100)

TCC + e SLV 7 
Nested-PCR + 5 (71,4)

0,03
Culturas BAAR + * 1 (14,3)

Sem TCC e LCT 30
Nested-PCR + 15 (50,0)

0,012
Culturas BAAR + * 5 (16,7)

TCC = Teste tuberculínico Cervical Comparativo 
BAAR= Bacilos álcool ácido resistentes
*Confirmados por PCR usando iniciadores JB21 e JB22 (RODRIGUEZ et al., 1995).
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Dos 54 animais TCC + (bovinos e bubalinos) mostrando LCT, 41 
(75,9%) foram positivos na nested-PCR, e 46 (85,2%) foram positi-
vos na cultura, confirmada por PCR JB21/JB22 (p = 0,329). Dos 32 
animais TCC + (bovinos e bubalinos) mas SLV, 17 (53,1%) foram 
positivos para nested-PCR, e 11 (34,4%) foram positivos na cultura, 
confirmada por PCR JB21/JB22 (p = 0,207). A detecção de animais 
positivos para a tuberculose foi estatisticamente superior no grupo 
TCC +/LCT + que no grupo TCC +/SLV, na nested-PCR (p = 0,05) e 
cultura (p < 0,0001).

Dos 50 bovinos e bubalinos com LCT, mas sem TCC, 24 (48%) foram 
positivos na nested-PCR e 10 (20%) foram positivos na cultura, confir-
mada por PCR JB21/JB22 (p = 0,006).

Considerando o TCC um teste referência para identificar bovinos in 
vivo infectados com M. bovis, houve 86 animais TCC + (bovinos e 
bubalinos), dos quais 57 animais foram positivos na cultura, que deter-
mina uma sensibilidade relativa de 66,3%. Houve 58 animais positivos 
na nested-PCR, resultando em uma sensibilidade relativa de 67,4% (p 
= 0,006).

Dos 86 animais TCC +, 32 (37,2%) apresentaram-se SLV durante a 
inspeção de abate, dos quais 7 (21,9%) foram positivos na cultura e 
nested-PCR para CMT.

No grupo de 21 animais TCC +/SLV com culturas negativas, houve 10 
animais positivos na nested-PCR para CMT.

Na análise dos 104 animais que mostraram LCT, houve 65 animais 
positivos na nested-PCR (62,5%) e 56 animais positivos na cultura 
(53,8%) (p = 0,261).

Na análise de 23 animais TCC - de uma fazenda com história prévia de 
tuberculose bovina, a nested-PCR para CMT não foi capaz de detectar 
qualquer animal positivo, mas um animal (4,3%) foi positivo na cultura, 
confirmado com PCR JB21/JB22.
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Discussão

Este estudo teve por objetivo o desenvolvimento de um sistema de 
diagnóstico post-mortem rápido da tuberculose bovina e bubalina, 
aplicável diretamente para amostras clínicas. O objetivo foi desen-
volver um método preciso, que pudesse reduzir substancialmente o 
tempo entre a detecção de LCT e o diagnóstico etiológico (2 dias), em 
comparação com o método tradicional a cultura, o que demora cerca 
de 90 dias.

As análises de uma série de diluições de DNA a partir de estirpes de 
referência de M. bovis AN5 e M. tuberculosis H37Rv revelou uma 
maior sensibilidade na nested-PCR, em comparação com PCR em tem-
po real sozinha ou PCR convencional sozinha, embora esta diferença 
seja mais notável comparando nested-PCR ou PCR em tempo real com 
a PCR convencional. Porém, espera-se que o impacto da utilização da 
abordagem de nested-PCR será maior sobre a sensibilidade clínica, já 
que os inibidores de PCR e micobactérias atípicas pode interferir com 
o desempenho da PCR. A escolha de uma estratégia de nested-PCR 
(PCR convencional seguida de PCR em tempo real) também foi consi-
derada por Thacker et al. (2011), resultando no aumento da sensibili-
dade clínica na detecção de M. bovis diretamente a partir de amostras 
de tecido.

A grande maioria dos casos de tuberculose está relacionada com as es-
pécies que formam o complexo M. tuberculosis, incluindo M. tubercu-
losis, M. africanum, M. bovis, M. microti, M. caprae e M. cannetii. Em 
bovinos, embora M. bovis seja o agente mais comum encontrado em 
LCT, outras espécies de micobactérias foram descritas, tais como M. 
tuberculosis (AMENI et al., 2011), M. caprae (SAHRAOUI et al., 2009), 
M. africanum (WEBER et al., 1998), M. avium paratuberculosis (KHAN 
et al., 2010), M. fortuitum e M. intracellulare (ASIIMWE et al., 2009).

Análise in silico das sequências de DNA de iniciadores e sondas para 
o CMT mostrou identidade total com os membros do CMT, exceto M. 
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canettii, com identidade parcial. No entanto, M. canettii é um patógeno 
humano (BROSCH et al., 2002), considerado raro e confinado a países 
da África Oriental (REDDINGTON et al., 2011).

A especificidade da nested-PCR foi analisada in vitro. Não houve am-
plificação quando iniciadores e sondas para CMT foram usadas com 
DNA das micobactérias atípicas M. abcessus, M. avium, M. fortuitum, 
M. gordonae, M. kansasii e M. smegmatis, nem com DNA de R. equi 
e C. pseudotuberculosis. Isto é particularmente importante, uma vez 
que a presença de micobactérias ambientais em linfonodos submetidas 
a testes de diagnóstico podem confundir os ensaios que não possuem 
especificidade suficiente (THACKER et al., 2011). Além disso, outros 
Actinomycetales relacionados, como R. equi e C. pseudotuberculosis, 
podem causar lesões confundíveis com tuberculose (FLYNN et al., 
2001; SAHRAOUI et al., 2009).

No que diz respeito à sensibilidade clínica, as diferenças entre nested-
-PCR para CMT e cultura não foram estatisticamente significativas na 
detecção de animais TCC +/LCT, nem na detecção de animais TCC 
+/SLV. No entanto, a nested-PCR e a cultura mostraram uma maior 
sensibilidade na detecção de animais TCC +/LCT que aqueles SLV. 
Este é um claro indicador da carga de micobactérias em cada gru-
po de lesões. A mesma tendência de maior sensibilidade da PCR no 
grupo de animais com LCT foi detectada por Parra et al. (2008), no 
entanto, a PCR não detectou animais positivos no grupo SLV quan-
do aqueles apresentaram culturas negativas. No presente estudo, no 
grupo de animais TCC +/SLV, a nested-PCR para CMT foi capaz de 
detectar animais positivos para a tuberculose, mesmo quando eles 
apresentaram culturas negativas.

Menores taxas de positividade foram encontradas na nested-PCR e 
cultura no grupo de animais sem TCC que apresentaram LCT durante 
inspeção após abate. Uma das possíveis razões é a presença de lesões 
granulomatosas causadas por outros microrganismos. O isolamento de 
micobactérias atípicas em bovinos com lesões de tuberculose dissemi-
nada costuma ser incomum, devido ao caráter não-progressivo, crônico 
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das infecções. No entanto, alguns casos de doença disseminada têm 
sido relatados (OLOYA et al., 2007). Lesões decorrentes de outros mi-
crorganismos não-micobactérias também podem ser confundidas com 
tuberculose, como Rhodococcus, Actinobacillus, Arcanobacterium e 
Nocardia, entre outros (de LISLE et al., 2002).

Várias metodologias foram previamente utilizadas para aumentar a 
sensibilidade da PCR em tempo real, para a detecção de Mycobacterium 
sp. diretamente a partir de homogeneizados de tecido. Parra et 
al. (2008) utilizaram uma sonda de captura para isolar o DNA de 
micobactérias a partir de homogeneizados de tecido, obtendo uma 
sensibilidade semelhante (65,6%) à relatada aqui. Taylor et al. (2007) 
relataram uma sensibilidade de 70% ao realizar a PCR diretamente em 
homogeneizados de tecidos, mas aumentou a sensibilidade para 91% 
quando a PCR foi realizada em DNA isolado a partir de lesões excisadas, 
em vez de tecidos inteiros. A limitação deste método é que o ensaio 
pode ser realizado apenas em tecidos que têm lesões visíveis, excluindo, 
assim, as amostras sem lesões prontamente aparentes. Thacker et 
al. (2011) utilizaram uma estratégia semelhante a este estudo, com 
uma primeira PCR convencional, seguida de uma reação em tempo 
real, tendo como alvo IS6110, detectando 66,7% das amostras que 
apresentaram cultura positiva. Neste estudo, tendo o TCC como teste 
de referência, as sensibilidades relativas de 66,3% e 67,4% foram 
detectados pela cultura e nested-PCR, sem diferenças significativas entre 
os desempenhos dos dois testes. A abordagem nested-PCR permitiu 
uma redução substancial do tempo entre a aquisição de amostras e 
os resultados definitivos, sendo que a cultura pode levar até 90 dias, 
contrastando com 2 dias necessários para a nested-PCR. Tal melhoria na 
velocidade de diagnóstico ocorreu sem detrimento à sensibilidade.

Uma das preocupações com a nested-PCR, especialmente reações em 
tempo real, é a possibilidade de contaminação cruzada. Durante todo o 
processo de extração de DNA, as luvas foram trocadas frequentemen-
te. As purificações de DNA foram realizadas em um nível de biossegu-
rança 3, as PCRs em uma câmara de fluxo laminar com luz UV. Con-
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juntos separados de micropipetas foram usados ​​para a purificação de 
DNA e para PCR. Ponteiras com filtro foram utilizadas rotineiramente. 
Superfícies e equipamentos em contato com tubos de amostras foram 
limpas antes de cada ensaio.

Durante a inspeção sanitária em matadouros, as principais preocupa-
ções são direcionadas para animais que apresentam lesões visíveis, que 
são considerados impróprios para o consumo. No entanto, pelo menos 
nas amostras de bovinos/bubalinos deste estudo, 37,2% dos animais 
apresentaram TCC+/SLV, a partir dos quais 21,9% foram positivas na 
cultura e nested-PCR. Isto levanta preocupações com a transmissão 
zoonótica, de M. bovis, já que as principais espécies do CMT encontra-
dos em bovinos podem sobreviver ao processo de cozimento (VAN DER 
MERWE et al., 2009). Por esta razão, as políticas sanitárias envolvendo 
testes de PCR em animais TCC +/SLV devem ser consideradas.

Todos os 23 animais TCC- também foram negativos na nested-PCR, 
mas um animal foi positivo na cultura, confirmado por PCR com JB21/
JB22. A fazenda na qual estes animais foram criados tinha um histórico 
de tuberculose bovina. Animais com estágios avançados de tuberculose 
podem não reagir no TCC, mas, surpreendentemente, este animal não 
apresentou lesões visíveis.

Conclusões

A utilização de PCR para detectar o complexo M. tuberculosis em homo-
geneizados de tecido proporciona um método mais rápido que a cultura 
para o diagnóstico da tuberculose bovina e bubalina, com a mesma sensi-
bilidade. Uma validação inter-laboratorial do método e um estudo em gran-
de escala são necessários para determinar se o método é adequado para a 
tuberculose bovina e bubalina brasileira no programa de erradicação.
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