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resumo – A infecção de bovinos por micobacté-
rias, causada principalmente pelo Mycobacterium 
bovis, tem grande importância devido às enormes 
perdas econômicas e os riscos à saúde pública re-
lacionados ao seu elevado potencial zoonótico. O 
objetivo deste trabalho foi testar um protocolo de 
detecção molecular das subespécies do Complexo 
Mycobacterium tuberculosis (CMT) a partir de cul-
tura bacteriana. Amostras de órgãos de cinco bo-
vinos suspeitos para a infecção foram submetidas 
ao cultivo bacteriano e à PCR para a pesquisa de  
Mycobacterium sp.  O DNA bacteriano foi extraído 
das colônias formadas para a realização de PCR 
com sete pares de primers: 16S rRNA, Rv0577, 
IS1561, Rv1510, Rv1970, Rv3877/8 e Rv3120. A 
reação foi positiva para todos os animais e os resul-
tados mostraram que o perfil da PCR foi adequado 
para identificar M. bovis, estabelecendo especifici-
dade de detecção, enquanto a cultura determina 
apenas o gênero Mycobacterium. Esse diagnóstico 
mais específico, sensível e rápido oferece vanta-
gens para o controle e erradicação da tuberculose 
bovina no Brasil, em particular no diagnóstico post-
mortem da doença, e contribui com a avaliação de 
suas implicações na saúde do homem, pelo consu-
mo de alimentos contaminados e por ser um perigo 
ocupacional em frigoríficos e fazendas.

Palavras-chave: PCR; micobactéria; tuberculose; 
bovino.

abstract – Mycobacterial infections in bovines, 
mainly caused by Mycobacterium bovis, have great 
importance because of economic losses and public 
health risks related to its elevated zoonotic potential. 
The objective of this work was to test a molecular 
protocol for detection of Mycobacterium tuberculosis 
Complex (MtbC) subspecies from bacterial culture. 
Organ samples from five bovines with suspicion of 
infection were submitted to bacterial culture and PCR 

for Mycobacterium sp. Bacterial DNA was extracted 
from growing colonies to carry out PCR with seven 
primer pairs: 16S rRNA, Rv0577, IS1561, Rv1510, 
Rv1970, Rv3877/8 and Rv3120. Reactions were 
positive to all tested animals and results showed 
that the PCR pattern was adequate to identify M. 
bovis, establishing detection specificity while culture 
only identifies the genre Mycobacterium. This 
more specific, sensitive and rapid diagnosis offers 
advantages on bovine tuberculosis eradication 
and control in Brazil, particularly on post-mortem 
disease diagnosis, and contributes to the evaluation 
of its implications on public health by consumption 
of contaminated food and as an occupational risk in 
slaughterhouses and farms.

Key words: PCR; micobacterium; tuberculosis; 
bovine.

introduÇÃo

A tuberculose bovina é uma doença infecto-
contagiosa causada pelo Mycobacterium bovis, 
uma micobactéria da família Mycobacteriaceae que, 
juntamente com M. tuberculosis, M. bovis BCG, M. 
africanum, M. caprae, M. canettii e M. microti, forma o 
Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) (HUARD 
et al., 2003). O M. bovis apresenta ocorrência mundial 
(NEILL et al., 1994) e dados oficiais indicam uma pre-
valência média deste patógeno em 1,3% dos rebanhos 
do território brasileiro (BRASIL, 2006), representando a 
infecção de mais de 2 milhões de bovinos no país.

A enfermidade nos bovinos apresenta caráter 
crônico e é caracterizada por lesões granulomatosas 
localizadas predominantemente no trato respiratório 
e linfonodos associados (NEILL et al., 1994), carac-
terizadas por infiltrados de células mononucleares, 
como macrófagos e linfócitos (POLLOCK et al., 
2001). Dentre as principais conseqüências da infec-
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ção, estão a morte de animais, diminuição da efici-
ência produtiva, eliminação de animais de alto valor 
zootécnico e condenação de carcaças ao abate, 
além da perda de credibilidade da propriedade onde 
ocorreu a infecção, o que acarreta enormes perdas 
econômicas à produção (BRASIL, 2006).

Além dos prejuízos gerados na produção animal, 
a tuberculose bovina é uma relevante zoonose cuja 
transmissão aos humanos pode ocorrer por meio da 
inalação de partículas infecciosas ou pela ingestão 
de leite não fervido ou não pasteurizado (THOEN et 
al., 2006). O M. bovis é classificado como um pató-
geno de risco 3 para a saúde pública (OIE, 2005) e 
estima-se que, dentre 100 mil casos de tuberculose 
em seres humanos descritos anualmente no Brasil, 
4 mil estão relacionados à infecção por este micro-
organismo (LEITE et al., 2003).

O diagnóstico post-mortem da tuberculose cau-
sada por M. bovis baseia-se geralmente em exames 
histológicos e bacteriológicos realizados a partir de 
amostras teciduais. No entanto, a detecção micros-
cópica de bacilos álcool-ácido resistentes pode falhar 
em sensibilidade e só funciona em tecidos com con-
centrações de 10.000 bactérias/mL ou superiores. 
Ainda, estes testes determinam apenas o gênero 
Mycobacterium. A identificação definitiva da espécie 
de micobactéria cultivada só é possível por meio 
de testes bioquímicos e de sensibilidade à drogas 
(WARDS et al., 1995), os quais demandam um longo 
tempo e podem apresentar inespecificidade.

A reação em cadeia da polimerase (PCR) tem 
sido descrita como um método eficiente na determi-
nação da espécie de micobactéria. Pesquisadores 
têm relatado o uso desta técnica para a detecção de 
seqüências específicas de M. bovis e M. tuberculo-
sis, (COUSINS et al., 1991; ROMERO et al., 1999;  
ZANINI et al., 2001) apresentando boa sensibilidade 
de determinação a partir de culturas bacterianas. 
HUARD et al. (2003) desenvolveram um teste de 
PCR capaz de diferenciar os membros do CMT com 
base em deleções genômicas, utilizando primers 
específicos para estas regiões, o que permite a 
identificação rápida, simples e eficaz da espécie de 
micobactéria envolvida na infecção.

O objetivo deste trabalho foi testar, aperfeiçoar e 
padronizar um protocolo de PCR para a diferenciação 
das espécies de micobactérias do CMT a partir colô-
nias isoladas de cultivos bacterianos, estabelecendo 
um método rápido e preciso para a classificação e 
identificação destes microorganismos.

Material e Métodos

Amostras de órgãos de cinco bovinos que apre-
sentaram suspeita clínica de tuberculose foram 
avaliadas para a presença de lesões granulomatosas 

características da infecção. Fragmentos de órgãos 
contendo nódulos caseosos, como pulmão e linfo-
nodos, foram utilizados para o cultivo bacteriano. 
As amostras foram homogeneizadas e desconta-
minadas com solução de NaOH 4%, com posterior 
neutralização com solução de HCl 1,0 N. Após esse 
procedimento, os sedimentos gerados foram subme-
tidos à cultura em tubos contendo meio Lowestein-
Jensen, a 37°C em estufa bacteriológica.

O crescimento bacteriano foi acompanhado 
semanalmente por até 60 dias para a presença de 
colônias características de micobactérias, de aspecto 
rugoso e coloração creme-amarelada. Quando pre-
sentes, o DNA bacteriano foi extraído utilizando-se o 
método de choque térmico, o qual consistiu em três 
ciclos de 30 minutos a 94° C e 30 minutos a –20°C 
para inativação do agente e liberação do material 
genético.

As reações de amplificação pela PCR foram pre-
paradas com 5 µL de DNA extraído, 5 µL de tampão 
10X Taq DNA polimerase, MgCl2 a 1,5 mM, 200 mM 
de cada desoxirribonucleotídeo (dATP, dCTP, dGTP e 
dTTP), 20 pmoles de cada primer, 0,25 U de enzima 
Taq polimerase e água ultra pura em quantidade su-
ficiente para completar um volume final de 50 µL. 

O protocolo de amplificação baseou-se no méto-
do descrito por HUARD et al. (2003), que permite a 
tipificação específica das espécies do CMT pelo uso 
de sete conjuntos de primers que amplificam as re-
giões 16S rRNA, Rv0577, IS1561, Rv1510, Rv1970, 
Rv3877/8 e Rv3120, produzindo fragmentos de DNA 
de 543, 786, 943, 1033, 1116, 999 e 404 pares de 
base, respectivamente. O programa de amplificação 
consistiu em um ciclo inicial de desnaturação por 5 
minutos a 94°C, seguido por 35 ciclos de 1 minuto 
a 94°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C, com 
ciclo final de extensão por 10 minutos a 72°C. Os 
produtos gerados foram submetidos à eletroforese 
em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de 
etídio (0,5 mg/mL), com posterior visualização das 
bandas em transiluminador de luz ultravioleta. Um 
marcador de peso molecular de 100 pb foi utilizado 
como parâmetro de determinação do tamanho das 
bandas geradas.

Resultados e Discussão

A cultura em meio Lowestein – Jensen apresen-
tou crescimento bacteriano em todas as amostras, 
produzindo colônias características do gênero 
Mycobacterium. A PCR realizada a partir de material 
genético extraído das colônias também foi positiva 
para os cinco animais, com amplificação dos frag-
mentos relativos às regiões 16S rRNA, Rv0577, 
IS1561 e Rv3877/8.  De acordo com os painéis de 
tipificação molecular de micobactérias determinados 
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por HUARD et al. (2003), o padrão de amplificação 
verificado produziu um perfil eletroforético compatível 
com a identificação de Mycobacterium bovis como 
a espécie infectante, verificando-se ainda que ou-
tros microorganismos do Complexo Mycobacterium 
tuberculosis não foram detectados nas amostras 
estudadas. Assim, enquanto a cultura foi capaz de 
determinar apenas o gênero Mycobacterium, a PCR 
permitiu estabelecer especificidade de detecção para 
M. bovis, possibilitando estabelecer um perfil epide-
miológico da doença entre os indivíduos afetados. 
Esse resultado está de acordo com os estudos de 
TIWARI et al. (2007) que demonstraram limitações 
quanto à especificação do patógeno utilizando ape-
nas o cultivo bacteriano. 

A PCR realizada mostrou-se eficaz na determi-
nação da espécie de micobactéria a partir de cepas 
isoladas de cultivo bacteriano. Em estudo seme-
lhante, utilizando amostras de órgãos de bovinos 
provenientes do estado de São Paulo, NASSAR et al. 
(2007) obtiveram sucesso na identificação de mico-
bactérias do Complexo Mycobacterium tuberculosis 
utilizando uma PCR-multiplex com os primers JB e 
primers específicos para o gene que codifica para a 
pirazinimidase (pncA), o qual permite a diferenciação 
entre M. bovis e M. tuberculosis. O grupo obteve 
100% de detecção de M. bovis utilizando a PCR a 
partir das colônias isoladas do meio de cultivo. 

MURAKAMI et al. (2007a; 2007b), utilizando o 
mesmo protocolo de PCR descrito neste trabalho, 
obtiveram sucesso na detecção de micobactérias 
em quatis (Nasua nasua) e antas (Tapirus terrestris), 
determinando a presença de M. bovis e M. tubercu-
losis, respectivamente, a partir de colônias isoladas 
em meio de cultivo. Este resultado demonstra a 
viabilidade de aplicação da técnica para o controle 
da enfermidade também em animais selvagens, visto 
sua importância no risco de manutenção do patógeno 
em rebanhos e possível transmissão ao homem.

O uso da PCR também é possível para a de-
tecção direta em órgãos com lesões suspeitas 
de tuberculose demonstrando a versatilidade da 
técnica, bem como sua eficiência em detectar o 
microorganismo mesmo em amostras que se apre-
sentam negativas em cultivo bacteriano. TAYLOR et 
al. (2007) realizaram um estudo de comparação da 
eficiência de detecção de micobactérias entre a PCR 
direta em amostras de órgãos e a cultura bacteriana 
para micobactérias. A PCR foi capaz de detectar o 
microorganismo em 7 de 9 amostras negativas para 
o cultivo bacteriano, demonstrando a sensibilidade 
do método, e mostrou-se ainda mais sensível que 
a histologia, além de o resultado ser disponibilizado 
em menor prazo em comparação com as técnicas 
rotineiramente utilizadas. 

A crescente disponibilidade de seqüenciamen-
tos de genomas bacterianos tem proporcionado 
um melhor levantamento de dados e avanços sem 
precedentes no diagnóstico, genotipagem e deter-
minação da virulência de patógenos, revolucionando 
os campos da bacteriologia e doenças infecciosas 
(FOURNIER et al. 2007). Essas vantagens ofereci-
das pelo uso de métodos moleculares, como a PCR, 
proporcionam a melhor interpretação e determinação 
da epidemiologia de doenças como a tuberculose 
bovina, contribuindo com a maior acurácia no estabe-
lecimento de dados sobre a enfermidade no país. 

A tuberculose bovina ainda representa um im-
portante problema econômico para a agricultura e 
indústria em muitos países (POLLOCK e NEILL, 
2002). A transmissão da doença entre bovinos ocorre 
principalmente pela excreção respiratória e inalação 
de M. bovis, e sugere-se que a infecção com este 
microorganismo pode ocorrer mesmo por um único 
bacilo que alcance a superfície alveolar nos pulmões 
(MENZIES e NEILL, 2000). Essas informações de-
monstram a importância da identificação de animais 
infectados para o controle e erradicação da doença, a 
qual deve basear-se em um método confiável para a 
determinação de atitudes precisas frente a rebanhos 
positivos para a doença.

O  projeto teve como base fundamental a impor-
tância de se estabelecer um método diagnóstico 
eficaz, sensível e específico para a tuberculose em 
bovinos, por ser esta uma doença que tem causado 
grande impacto na saúde animal e pública do país. O 
caráter zoonótico da enfermidade oferece enormes 
riscos principalmente a pacientes imunocomprometi-
dos, seja por quimioterapia, transplantes de órgãos, 
ou portadores do vírus da AIDS (THOEN et al., 2006). 
EVANS et al. (2007) relataram a transmissão entre 
seres humanos da tuberculose causada por M.  
bovis, o que representa um agravo à disseminação 
do patógeno e ao risco zoonótico. Existe ainda o risco 
ocupacional da doença, comprometendo a saúde de 
trabalhadores que têm grande chance de contato 
com o microorganismo (DE LA RUA-DOMENECH, 
2006), como funcionários de frigoríficos e proprie-
dades rurais. A possibilidade de transmissão do 
agente através de produtos alimentícios derivados 
de bovinos (ETTER et al., 2006) também é outro 
fator de risco que colabora com a crescente neces-
sidade de se desenvolver uma metodologia segura 
e eficiente na detecção de Mycobacterium spp. a 
partir de amostras clínicas de bovinos.

conclusões

O diagnóstico por meio da pcr, sensível e rápi-
do de Mycobacterium spp; pode ser utilizado para 



76 FUVERKI, R. B. N. et al.

Archives of Veterinary Science , v 13, n.1. p. 73-77, 2008

ações pontuais da defesa sanitária animal com o 
intuito de controlar e erradicar a doença no país, em 
particular no rastreamento de produtos derivados de 
bovinos e no diagnóstico post-mortem da doença. 
Ainda, a determinação da espécie de micobactéria 
contribui com o estabelecimento da epidemiologia 
molecular da doença no país, colaborando assim 
com a efetividade do Programa Nacional de Con-
trole e Erradicação da Brucelose e Tuberculose. Os 
resultados demonstraram que a PCR é um método 
adequado para identificar amostras de M. bovis a 
partir de colônias isoladas em meio de cultivo diag-
nóstico no Brasil, e a sua implantação em centros de 
diagnóstico é de grande valia, servindo como eficaz 
ferramenta de identificação de focos da infecção em 
rebanhos nacionais. Em conclusão, o uso da PCR 
torna possível o diagnóstico definitivo em amostras 
post-mortem e em produtos de origem animal, pos-
sibilitando atitudes sanitárias em menor prazo frente 
aos bovinos infectados e à população humana sob 
risco de infecção. 
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