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FLAMINIO, A.P. Padronização e validação da técnica de PCR em tempo 

real para detecção de Mycobacterium bovis e Mycobacterium tuberculosis 

em linfonodos de bovinos. Botucatu, 2019. 110 f. Tese (Doutorado em 

Medicina Veterinária) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – 
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RESUMO 

 

Um protocolo de coleta, extração e amplificação de ácidos nucléicos (ANs) 

utilizando a técnica de PCR em tempo real para detecção de Mycobacterium 

bovis (M. bovis) e/ou Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) foi testado 

em 60 linfonodos provenientes de bovinos. Desses 60, 30 foram provenientes 

de bovinos suspeitos de tuberculose bovina (TBb), outros 30 apresentavam 

lesões nodulares classificadas como adenite pelo Serviço de Inspeção Federal 

(SIF), na linha de abate. Os resultados obtidos demonstraram que dos 30 

linfonodos coletados suspeitos de TBb, 24 (80%) foram confirmados positivos 

para M. bovis e/ou M. tuberculosis e seis (20%) foram confirmados negativos. 

Dos 30 linfonodos com a presença de lesões nodulares do tipo adenite, 13 

(43,33%) foram positivos para TBb e 17 (56,66%) foram negativos para TBb. 

Não há um teste diagnóstico rápido e preciso para detecção da TBb, diante 

disso o presente estudo desenvolveu um método de diagnóstico para a TBb 

baseado em PCR em tempo real com análise da fluorescência do corante 

SYBR Green. Estes resultados indicaram que o PCR em tempo real foi 

específico e sensível para a detecção e identificação dos dois alvos 

selecionados para detectar a TBb, com melhores resultados para o DNA 

genômico, quando comparado com o RNA ribossômico. O teste padronizado 

de qPCR para o diagnóstico da TBb permitiu uma maior acurácia e significativa 

redução do tempo de diagnóstico em relação aos métodos tradicionais de 

identificação da TBb.  

 

 PALAVRAS-CHAVE: Mycobacterium bovis, Tuberculose bovina, 

Mycobacterium tuberculosis, diagnóstico, zoonose, PCR em tempo real. 
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FLAMINIO, A.P. Real-time PCR technique standardization and validation 

for Mycobacterium bovis and Mycobacterium tuberculosis detection in 

bovine lymph nodes. Botucatu, 2019. 110 p. Tese (Doutorado em Medicina 

Veterinária) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia – FMVZ, Campus 

de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, UNESP. 

 

ABSTRACT 

 

A protocol for the collection, extraction and amplification of nucleic acids (ANs) 

using a PCR technique for detection of Mycobacterium bovis (M. bovis) and / or 

Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) was tested on 60 bovine-derived 

lymph nodes. . Of these 60, 30 were included in cattle suspected of having 

bovine tuberculosis (TBb), another 30 had sclerias classified as adenites by the 

Federal Inspection Service (SIF), at the slaughter line. The results showed that 

the 30 lymph nodes with suspected TBb, 24 (80%) were confirmed positive for 

M. bovis and / or M. tuberculosis and six (20%) were confirmed negative. Of the 

30 lymph nodes with adenitis nodular lesions, 13 (43.33%) were positive for 

TBb and 17 (56.66%) were negative for TBb. TBB, together with the present 

study for a diagnostic method for TBB, is a real-time test with SYBR Green dye 

fluorescence analysis. Results compared with real-time PCR were specific and 

sensitive for the identification and identification of the two targets selected to 

detect a TBb, with samples obtained for genomic DNA, when observed with 

ribosomal RNA. The standardized qPCR test for the diagnosis of tuberculosis 

allowed for greater accuracy and a significant reduction in diagnosis time in 

relation to TBb identification parameters. 

 

KEY WORDS: Mycobacterium bovis, Bovine tuberculosis, Mycobacterium 

tuberculosis, diagnosis, zoonosis, real-time PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A tuberculose bovina (TBb) é uma importante zoonose de notificação 

obrigatória que afeta o comércio internacional. Muitos países investem recursos 

significativos para controlá-la e erradicá-la, mas ainda o principal método de 

detecção é a inspeção nos abatedouros. A vigilância para essa zoonose em 

abatedouros de bovinos consiste na identificação de lesões granulomatosas 

pelo SIF, onde os critérios de julgamento de carcaças com suspeita de TBb são 

baseados subjetivamente em lesões características da doença, de acordo com 

o artigo 171 do Decreto nº 9.069, de 2017 (Anexo 1).  

O diagnóstico diferencial para lesões nodulares (linfadenites, ou mais 

comumente como denominadas nos frigoríficos, as adenites), em carcaças de 

bovinos, é de grande importância, já que outros patógenos causam inflamação 

granulomatosa e morfológica com características similares à TBb, como: 

Actinomyces bovis, Trueperella pyogenes, Rhodococcus equi e 

Corynebacterium pseudotuberculosis. Da mesma forma infecções por fungos, 

parasitas, abscessos, carcinomas e sarcomas também podem desenvolver 

processos granulomatosos (CONSTABLE et al., 2017). 

 Entretanto não há condenação tão severa para essas lesões similares, 

como acontece com a TBb, como recomenda o artigo 171 do Decreto nº 9.069, 

de 2017 (Anexo 1). Um grande prejuízo econômico é ocasionado pelas 

linfadenites em bovinos na pecuária brasileira, até o momento não há 

informações sobre a associação da etiologia dessas lesões. 

 Porém tais lesões nodulares não são aceitas no mercado externo, 

consideradas alterações patológicas de risco. A conduta do destino de 

carcaças que apresentem adenites em quaisquer linfonodos é de não poderem 

ser expedidas para o mercado externo, são carimbadas como Não Exportável 

(NE), mas liberadas para o mercado interno (Legislação da China, circulares nº 

490/15 e 937/15 de 2015).  

Zoonose negligenciada no Brasil, a TBb, é uma infecção que causa 

diminuição de 10% a 20% na produção de leite, perda de peso e redução da 

fertilidade, além da condenação de carcaças de animais, restrições à 

exportação de carne para países onde a TBb é controlada, perda da 
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credibilidade do produtor e desclassificação de lotes de animais devido aos 

exigentes contratos de exportação com os frigoríficos (DIAS et. al., 2016). 

A TBb é uma doença que acomete a maioria dos mamíferos e está 

presente em todos os continentes. Causada pelo M. bovis é uma enfermidade 

infectocontagiosa granulomatosa crônica, que apresenta como forma de 

contágio a simples inalação do micro-organismo e possui um alto poder 

zoonótico. Os portadores, muitas vezes assintomáticos, são focos importantes 

de disseminação da doença, que ainda se mantém como uma das 

enfermidades que mais acomete e aflige a humanidade e os animais no século 

XXI (O’REILLY E DABORN, 1995; VERONESI; FOCACCIA, 2015). 

Pesquisas em frigoríficos para saber a real situação da TBb e o tamanho 

da perda comercial com essa grave zoonose se fazem necessárias, pois na 

atualidade os valores de perda giram em torno de 80% e 20%, para o produtor 

e frigorífico, respectivamente. Estes valores mostram o enorme desafio em 

controlar e estimar a prevalência desse relevante e grave problema de saúde 

pública. 

Estudos recentes nos Estados Unidos da América (EUA) têm sugerido a 

substituição da cultura bacteriológica pela técnica de PCR em tempo real ou 

PCR quantitativa (qPCR) em abatedouros para o rastreamento e identificação 

de granulomas na linha de abate (DYKEMA et al., 2016; USDA, 2018). 

No Brasil, as técnicas moleculares ainda não são oficialmente aceitas 

pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) para o 

diagnóstico da TBb. Porém, pesquisas como o presente estudo podem ser 

aplicadas para amparar os programas de controle de TBb, melhorando a 

detecção do M. bovis e/ou M. tuberculosis, diminuindo o tempo para o 

diagnóstico. Os protocolos devem ser estabelecidos para fornecer resultados 

com melhor técnica com elevada sensibilidade e especificidade, e em menor 

tempo, de maneira que possam ser base para a tomada de decisões dos 

médicos veterinários, principalmente em frigoríficos. Um método de diagnóstico 

rápido e eficiente ainda não foi desenvolvido e aprovado pelos órgãos oficiais e 

competentes, e é extremamente necessário que isto se faça com o objetivo de 

combater de forma decisiva a TBb e reduzir os prejuízos à pecuária brasileira e 

à saúde pública. 



5 

Neste estudo, um ensaio de PCR em tempo real combinado com SYBR 

Green é descrito, a análise da curva de fusão gerada, que se baseia na 

diferença da temperatura de fusão (Tm) do amplicon foi específica para 

detectar M. bovis e/ou M. tuberculosis. Para a aplicação prática, este ensaio foi 

testado incluindo especificidade e sensibilidade usando cepas padrão positivas 

e amostras clínicas. 
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13. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

● Os testes moleculares para o diagnóstico da TB baseiam-se na 

amplificação e detecção de sequências específicas do RNA ou DNA de 

micobactérias em espécimes clínicos e fornecem resultados em um 

período de 24-48 horas, são rápidos, seguros, decisivos e econômicos 

quando comparados com a cultura bacteriológica. 

● Pesquisadores veterinários e técnicos reconhecem as vantagens do uso 

de qPCR para detectar M. bovis e/ou M. tuberculosis em tecidos, mas a 

variação em matrizes de tecido acrescenta complexidade geralmente 

não observada com uma amostra de escarro. Os métodos de extração 

devem ser capazes de lidar com as diversas matrizes de tecidos a um 

custo razoável e ser redimensionáveis para o influxo diário de 

espécimes (USDA, 2018). 

● Concluímos que melhorias no teste podem ser feitas como uso de 

sonda, tratamento da amostra para minimizar a instabilidade do RNA 

podem vir a aumentar a eficiência e sensibilidade da reação, e mais 

testes neste sentido devem ser realizados. 

● Concluímos que houve sucesso na amplificação tanto das cepas de 

referência M. bovis e M. tuberculosis, bem como das amostras suspeitas 

de TBb, com o uso dos primers IS1081-3, utilizando o sistema de 

reagente GoTaq® qPCR Master Mix com o método de detecção SYBR 

Green, em um termociclador Thermo Fisher Fast 7500.  

● Outro fator fundamental é o desenho dos primers o que otimizou a 

reação e conferiu alta sensibilidade. 

● As linfadenites em bovinos representam grande prejuízo econômico e 

causam uma enorme dificuldade na inspeção de carcaças bovinas em 

frigoríficos. Não há estimativa de quais agentes estão associados a 

essas lesões, mais estudos se fazem necessário sobre essas lesões 

que tem uma alta prevalência em frigoríficos de bovinos. 
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