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RESUMO

A tuberculose é uma das principais preocupações da Organização Mundial da Saúde,
especialmente após o surgimento da AIDS e do aumento da multidroga resistência, sendo
considerada a principal causa de morte por um único agente. Além do Mycobaterium tuberculosis ,
principal responsável pela doença em humanos, outra manifestação de importância
epidemiológica é a infecção causada pelo Mycobaterium bovis , devido à transmissão ao homem,
especialmente, pela ingestão de alimentos contaminados, e à escassez de dados relacionados
a sua prevalência na população. Em várias partes do mundo existem programas de controle
da doença nos bovinos, fundamentados na identificação por teste tuberculínico e na elimina-
ção dos animais positivos. As lesões encontradas em exames post-mortem podem ser confirma-
das através do isolamento e identificação do agente, porém esse procedimento pode demandar
meses para a sua conclusão, razão pela qual, para reduzir o tempo de diagnóstico, novos
métodos moleculares são propostos. Para proporcionar uma visão atualizada sobre os
esforços no combate da tuberculose bovina, sobre os resultados das campanhas de controle
e erradicação e sobre os métodos recentes disponíveis para diagnóstico da tuberculose bovina,
como o PCR, neste trabalho é apresentada uma revisão bibliográfica, ressaltando as vantagens
e dificuldades para o emprego dos ensaios para diagnóstico e a possibilidade de sua utilização
em escala. Concluímos que apesar dos avanços alcançados, ainda não se tem disponível, para
a rotina laboratorial, um ensaio sensível, reprodutível e rápido para o diagnóstico da
tuberculose em bovinos, sendo essencial esforço e investimento em pesquisas para a solução
desse ponto crítico no combate à enfermidade.
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ABSTRACT

BOVINE TUBERCULOSIS: DIAGNOSTIC ALTERNATIVES, A REVIEW OF THE LITERATURE.
Tuberculosis is major concern for WHO especially after the onset of the AIDS epidemic and
the increase of multidrug resistance, and is considered the main cause of death by a single
agent. In addition to Mycobaterium tuberculosis tuberculosis , the main cause of the disease in
humans, the infection by Mycobaterium  bovis  is also of epidemiological importance, as it can
be transmitted to humans, especially by ingestion of contaminated foods, and the risk is
heightened due to the lack of information related to population prevalence. In several parts
of world, there are programs to control the disease in cattle based on the identification of
positive animals using tuberculin tests, followed by slaughtering. The lesions identified by
post-mortem exams can be confirmed through isolation and identification of the agent, but
it takes months to conclude. New molecular methods have been proposed to reduce the time
needed for diagnosis down to a few days. With a view to providing a picture of these new
diagnostic methodologies for bovine tuberculosis, such as the PCR assay, these authors
reviewed the results of studies reporting their advantages and shortcomings as well as the
prospects for their large-scale application. Despite the advances in the development of viable
methods there is yet no sensitive, reproducible and rapid method and, therefore, it is necessary
to undertake research to overcome these problems.
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INTRODUÇÃO

A TUBERCULOSE

Sendo considerada em sua essência uma “epide-
mia lenta”, a tuberculose, apesar da evolução do
conhecimento na área de saúde pública e dos novos
métodos de diagnóstico disponíveis, ressurge nos
dias de hoje como uma “emergência global” (PAULA,
1988). Por ser responsável pelo maior índice de mor-
talidade humana causada por um único agente infec-
cioso, em 1993 ela foi declarada pela Organização
Mundial de Saúde como questão de urgência à saúde
pública global, representando 26% das mortes previ-
síveis e 7% de todas as mortes na terra. A estimativa
para os anos de 2000 a 2020 é de que aproximadamen-
te um bilhão de pessoas estarão infectadas por esta
doença e destas, caso o controle não seja eficiente e
rígido, 200 milhões adoecerão e 35 milhões irão a óbito
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1994; WORLD HEALTH

ORGANIZATION, 2004).
A tuberculose é provocada por micobactérias

aeróbias estritas, em forma de bastonetes imóveis, que
se caracterizam por não formarem esporos, por não
possuírem cápsulas ou flagelos e por serem álcool-
ácido resistentes. As principais espécies de importân-
cia epidemiológica para o homem pertencem ao com-
plexo M. tuberculosis, que compreende: o Mycobacterium
tuberculosis, o Mycobacterium bovis, o Mycobacterium
microti (patogênico apenas para a ratazana – Microtis
agrestis), o Mycobacterium africanum (ainda não isola-
do no Brasil) e o Mycobacterium canettii, não patogênico
para o homem (ABRAHÃO, 1998; DUCATI et al., 2004;
BROSCH et al., 2002; CORNER, 1994).

A taxa de infecção por tuberculose no mundo é de
3%, sendo que os índices mais alarmantes são encon-
trados nos países em desenvolvimento, liderados
pela Índia e China. A Índia apresenta cerca de ¼ do
total de tuberculose no mundo, com estimativas de 3,5
milhões de pessoas doentes e meio milhão de mortos
por ano, e na África a tuberculose corresponde a 80%
das doenças de notificação obrigatória (EDGINTON,
2004; FRIEDEN et al., 2003).

A epidemia de AIDS é uma das maiores causas da
expansão da tuberculose no mundo, isso porque a co-
infecção por M. tuberculosis e HIV tem um efeito devas-
tador não só para a população HIV - infectada, como
para a população imunocompetente em geral, acele-
rando o curso da AIDS e a progressão da tuberculose.
Em razão do comprometimento do sistema imune
causado pelo vírus HIV, aproximadamente um terço
dos pacientes com AIDS morre de tuberculose. Vários
aspectos associados corroboram para limitar as pos-
sibilidades de cura e entre eles podem ser menciona-
dos: a restrição ao acesso de medicamentos, o atraso
no diagnóstico, o tratamento inadequado e a presença

de cepas multidroga-resistentes, que na maioria das
vezes ocorrem devido à interrupção do tratamento
convencional (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004;
WORLD HEALTH ORGANIZATION REGIONAL  OFFICE  FOR

EUROPE, 2004).
A tuberculose bovina é uma zoonose causada pelo

M. bovis e apesar de ter uma distribuição cosmopolita,
ela ocorre principalmente em países em desenvolvi-
mento. Usualmente a doença apresenta uma evolu-
ção crônica com efeito debilitante, porém em alguns
casos pode assumir um caráter agudo e ter curso
rápido (CENTRO PANAMERICANO DE  ZOONOSIS, 1988;
HAAGSMA, 1995; KANTOR; RITACCO, 1994). Além do bo-
vino, que é o hospedeiro primário, o homem e diversos
mamíferos domésticos e silvestres podem ser suscep-
tíveis ao bacilo.

Em modelos animais foi demonstrado que de um
a dez bacilos em suspensão podem causar a infecção.
Esses bacilos, quando inalados, são fagocitados por
macrófagos alveolares e poderão ser eliminados ou
então crescer no interior de macrófagos, em lesões
denominadas tubérculos. O agente da tuberculose
causa uma doença primordialmente respiratória e de
transmissão aerógena (MARCONDES, 2002; PRITCHARD,
1988). Além da disseminação pela respiração, o bacilo
pode ser eliminado pelo corrimento nasal, leite, fezes,
urina, secreção vaginal e uterina e também pelo sê-
men. A manifestação da tuberculose é influenciada
pela resposta imune individual e na maioria das
vezes, em razão do predomínio dessa resposta, o
bacilo coexiste com o hospedeiro na forma de uma
infecção dormente, que em condições
imunossupressivas poderá ser reativada, causando o
aparecimento de uma tuberculose ativa.

A tuberculose causada por M. bovis é clinicamente
indistinguível da tuberculose causada por M.
tuberculosis e a baciloscopia do escarro, metodologia
empregada usualmente no Brasil para o diagnóstico
da doença, é ineficaz para distinguir o bacilo humano
do bacilo bovino. Essa discriminação somente se
torna possível pelo emprego de meios de cultivo espe-
cíficos, como o meio de Stonebrink, isento de glicerol,
tóxico para o cultivo de Mycobacterium bovis. (KANTOR;
RITACCO, 1994; LATINI et al., 1990; USABIAGA, 2001).

Tanto na América Latina como no Caribe, os regis-
tros de tuberculose por M. bovis em humanos são
escassos. Na América Latina, estimativas conserva-
doras indicam que do total dos casos de tuberculose
em humanos, 2% dos quadros pulmonares e 8% dos
casos extrapulmonares são provocados pelo M. bovis.
(KANTOR; RITACCO, 1994; LATINI et al., 1990; USABIAGA,
2001). No inicio do século passado, 70 a 80% de
tuberculose dos linfonodos cervicais em crianças e
20% de tuberculose renal em adultos foram provoca-
dos por M. bovis. Nos países onde não existe o controle
da tuberculose bovina, a infecção pelo M. bovis ocorre
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principalmente em jovens pela ingestão ou manipu-
lação de leite contaminado (HARDIE; WATSON, 1992;
KLEEBERG, 1984; NEIL  et al., 1992). Atualmente, princi-
palmente na Europa, a reativação endógena de infec-
ções adquiridas na infância ou na juventude repre-
senta o fator mais comum de tuberculose humana por
M. bovis (HARDIE; WATSON, 1992; KLEEBERG, 1984; NEIL

et al., 1992).

PROGRAMAS DE CONTROLE DA TUBERCU-
LOSE BOVINA

A análise da ocorrência da tuberculose bovina no
mundo demonstra que graças aos programas de con-
trole, dos 34 paises que constituem a América Latina
e Caribe; 23 são considerados livres ou com baixos
índices da infecção, representando cerca de 26,3% de
toda a população bovina da região. Os países da
América do Norte, como o Canadá e Estados Unidos,
que tiveram os seus programas de erradicação inici-
ados na primeira década do século passado e atual-
mente estão em estágios avançados, apresentam índi-
ces da doença muito baixos. (ESSEY; KOLLER, 1994;
KANTOR; RITACCO, 1994).

Os dados de notificações oficiais de tuberculose
bovina no Brasil, no período de 1989 a 1998, indica-
vam um percentual de prevalência de animais
infectados de 1,3%. Em 1986, a ocorrência de tubercu-
lose bovina no Brasil, com uma população estimada
em 137 milhões de bovinos, estava entre 0,9 a 2,9%,
com 6,2% a 26,3% dos rebanhos acometidos, sendo
que neste mesmo ano, em matadouros, a taxa de
identificação dos animais abatidos com lesões
tuberculosas era de 0,14% (KANTOR, 1988; KANTOR;
RITACCO, 1994). Esses valores se confirmam com as
informações obtidas em 1999 no Triângulo Mineiro e
nas regiões do centro e sul de Minas Gerais, onde os
dados obtidos em aproximadamente 1.600 proprie-
dades e 23.000 animais indicaram uma prevalência
de animais infectados de 0,8%, e cerca de 5% das
propriedades com animais reagentes; percentual esse
que se elevava para 15% em razão do manejo e do
confinamento, em propriedades produtoras de leite
com algum grau de mecanização da ordenha e de
tecnificação da produção (BRASIL, 2001).

As perdas econômicas causadas pela tuberculose
nos animais estão relacionadas principalmente à
baixa produtividade e à condenação de carcaças em
matadouros. Um animal tuberculoso pode apresen-
tar de 10 a 25% de queda na capacidade produtiva,
além de ser uma fonte de infecção para outros animais
e para o homem. No Brasil não existem dados sobre o
impacto da tuberculose na produção de leite, porém
um estudo, realizado em 1988 na Argentina, mostra
que as perdas na produção leiteira oriunda de vacas
tuberculosas chega a 18%, havendo um decréscimo

no número e na duração de lactação nesses animais,
quando comparados com vacas sadias. (KANTOR;
RITACCO, 1994; ROXO, 1996).

Pressionados pelas perdas econômicas causadas
pela tuberculose e com o propósito de assegurar o
mercado de exportações, e se posicionar no mercado
internacional, os países da América Latina estão
sendo sensibilizados a atender as exigências relacio-
nadas ao manejo sanitário dos rebanhos e a adotar
medidas para o controle de zoonoses de relevância
para a saúde publica (KANTOR; RITACCO, 1994), estabe-
lecendo e mantendo áreas livres de enfermidades
(USABIAGA, 2001).

Para o estabelecimento dos programas de controle
deve ser considerado o grau de incidência da doença
nos rebanhos, sendo importante ressaltar que diag-
nósticos falsos colaboram com a negligência dos ca-
sos. Em países com elevada incidência da doença é
fundamental a vigilância epidemiológica, principal-
mente, através da inspeção das carcaças em matadou-
ros, sendo pouco requisitados os diagnósticos defini-
tivos que empregam a cultura e o isolamento do
patógeno. Nos estágios avançados das campanhas,
em razão da diminuição da incidência da doença,
passa a ser essencial o diagnóstico definitivo baseado
na cultura e no isolamento do material suspeito
(CORNER, 1994).

Na América Latina, os planos de controle para
combate da tuberculose baseiam-se em esquemas de
regionalização, considerando o sistema de produção,
as condições culturais, geográficas, econômicas e de
infra-estrutura (USABIAGA, 2001).

A Argentina iniciou o programa de controle da
tuberculose em 1993, entretanto ainda são poucas as
estimativas de prevalência nacional e quando deter-
minadas são feitas através de levantamentos realiza-
dos em províncias leiteiras de maior importância,
como Santa Fé (ABDALA, 2003).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle e
Erradicação de Brucelose e Tuberculose, oficializado
em 10 de janeiro de 2001, tem como principal objetivo
baixar a prevalência e a incidência de tuberculose e
brucelose no país. O programa recomenda o uso do
teste tuberculínico para o diagnóstico, com o propó-
sito de eliminar os animais positivos, e incentiva a
certificação de rebanhos livres da doença. A adesão
ao programa inicialmente é voluntária é estimulada
por benefícios aos produtores com a valoração dos
produtos certificados (BRASIL, 2001).

MÉTODOS PARA O DIAGNÓSTICO

Para que os programas de controle de tuberculose
assegurem uma rápida decisão é de extrema impor-
tância a existência de uma rede laboratorial que
disponibilize o suporte técnico e um diagnóstico rá-
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pido, específico e sensível. Apesar de nos recentes
anos vários métodos bacteriológicos terem sido de-
senvolvidos para o diagnóstico da tuberculose, ne-
nhum deles pode ser empregado isoladamente (COSIVI

et al., 1998), havendo sempre a necessidade do uso de
técnicas complementares para o alcance de uma in-
formação eficaz e completa. Vários métodos estão
atualmente disponíveis e consistem em recentes avan-
ços para o controle da tuberculose, porém, os resulta-
dos laboratoriais obtidos devem ser sempre interpre-
tados em conjunto com os achados clínicos.

Um dos métodos de diagnósticos in vivo preconi-
zados para bovinos é o exame clínico, que apresenta
como restrição a dificuldade para sua utilização o fato
dos sintomas ocorrerem em estágios avançados da
doença. Outro ensaio empregado é o teste
tuberculínico, que consiste em uma prova cutânea
indireta, a qual pela sensibilidade, simplicidade e
praticidade permanece como o teste de eleição.

O teste tuberculínico consiste na avaliação de uma
reação de hipersensibilidade tardia deflagrada em
animais previamente expostos ao bacilo da tubercu-
lose. Como antígenos, para desencadear a reação de
hipersensibilidade, são empregadas tuberculinas sin-
téticas de dois tipos: a PPD bovina, procedente do M.
bovis; e a PPD aviária proveniente do M. avium
(MONAGHAN et al., 1994).

O ensaio de gama interferon bovino empregado no
diagnóstico in vitro da tuberculose, tem como objetivo
detectar a reatividade celular, através de uma respos-
ta celular específica à infecção pelo M. bovis (CENTRO

PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1988; HAAGSMA, 1995; RIET-
CORREA; GARCIA, 2001; WORLD HEALTH ORGANIZATION,
1994). Ele está fundamentado na dosagem de uma
citocina em amostras de sangue de animais infectados,
após a prévia estimulação dos linfócitos com PPD
bovino e aviário, uma vez que, as células dos animais
quando estimulados não infectados não produzem a
citocina (JONES et al., 1992; WOOD et al., 1991). Esse
ensaio apresenta como vantagem o fato de ser um
procedimento não invasivo, que pode ser realizado
várias vezes e sem intervalo de tempo, e em relação ao
teste tuberculínico, proporciona ainda, a vantagem
de que para sua realização o animal precisa ser cap-
turado somente uma vez. Vale ressaltar, porém, que
seu emprego ainda oferece algumas restrições, como
o elevado custo, a necessidade de um restrito tempo
para o processamento das amostras de sangue (até 8h
após a coleta) e a possibilidade da ocorrência de
resultados falso-positivos, em razão das reações cru-
zadas com micobactérias inespecíficas (ABRAHÃO,
1999; KANTOR; RITACCO, 1994).

O ensaio de ELISA (enzyme-lynked immunosorbent
assay), para diagnóstico da tuberculose, pode ser uti-
lizado como um exame complementar aos ensaios
baseados na imunidade celular, e se mostra útil para

identificar a infecção em animais anérgicos. Porém,
mesmo sendo um método simples, rápido e de fácil
execução, tanto a sua especificidade como a sua sen-
sibilidade precisariam ainda ser aperfeiçoadas, em-
bora alguns países o utilizem em seus programas de
controle associado ao teste de tuberculina (WORLD

HEALTH ORGANIZATION, 1994).
A cromatografia líquida de alta resolução (HPLC)

para análise do ácido micólico (β-hidroxi á acido
graxo), foi proposta como alternativa para identificar
micobactérias de culturas (BUTLER et al., 1991) e de
secreções (JOSTK et al., 1995). Contudo, esse ensaio não
é tão sensível como aqueles que empregam a amplifi-
cação de ácidos nucléicos, pois a despeito de diferen-
ciar M. bovis-BCG de M. tuberculosis e M. bovis, não
discrimina o M. bovis de M. tuberculosis (FLOYD et al.,
1992).

Usualmente, nas atividades de inspeção, no exa-
me post mortem, para a comprovação e controle do
diagnóstico realizado a campo e para a avaliação da
eficácia das provas de tuberculina, as amostras pro-
venientes de animais que apresentam lesões suspei-
tas são adequadamente coletadas e rapidamente en-
caminhadas para exames bacteriológicos e
histopatológicos. (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS,
1988; ORGANIZACIÓN PANAMERICANA DE LA SALUD, 1995).
Embora o diagnóstico definitivo da tuberculose esteja
fundamentado no isolamento e identificação do agen-
te, esta metodologia apresenta aspectos restritivos
para uso em larga escala. Isso porque, as técnicas
bacteriológicas empregadas apresentam baixa sensi-
bilidade, necessitam de uma grande quantidade de
bacilos viáveis e consomem muito tempo para cresci-
mento em meios de cultura apropriados (que pode
variar entre 4 a 6 semanas). Essas exigências nem
sempre são atendidas em razão dos métodos drásti-
cos de descontaminação do material, que além de
destruir os contaminantes, também podem matar al-
guns bacilos, o que compromete o isolamento (CORNER,
1994; HAAGSMA, 1995; WARDS et al., 1995; ZANINI et al.,
2001).

Os métodos histológicos empregados para o diag-
nóstico da tuberculose são rápidos e baratos, contudo
exigem grandes concentrações de bactérias (cerca de
104 bacilos por mL ou mais), ressalte-se ainda que
outros microrganismos podem produzir lesões seme-
lhantes a da tuberculose bovina por M. bovis  (HAAGSMA,
1995; WARDS et al., 1995; ZANINI et al., 2001).

O Programa Nacional de Controle e Erradicação
da Brucelose e Tuberculose no Brasil recomenda o
teste tuberculínico para a identificação dos animais
infectados. Em bovinos da pecuária leiteira, emprega-
se o Teste Cervical Simples – TCS (terço médio do
pescoço) como teste de triagem para a identificação de
animais positivos, e para os animais da pecuária de
corte, o Teste da Prega Caudal – TPC, ambos com a
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tuberculina bovina. Decorridos 60 a 90 dias da tria-
gem os animais poderão ser submetidos ao teste
confirmatório no Teste Cervical Comparativo – TCC,
que pode ser empregado tanto em animais suspeitos,
como positivos no teste de triagem. Quando da ocor-
rência de animais positivos no teste confirmatório
esses animais serão encaminhados de imediato (até
30 dias) para eutanásia, mas, se os resultados forem
inconclusivos, poderão ser re-testados após um inter-
valo de 60 a 90 dias (BRASIL, 2001), condenando-se,
então, ao abate os animais que reagirem novamente de
forma inconclusiva a este teste.

Nos países nos quais as normas de inspeção post
mortem são rigorosas, o procedimento adotado tem
como critério a detecção da totalidade das lesões
suspeitas através de uma inspeção minuciosa dos
tecidos apropriados. Na Austrália, onde se empre-
gam estas normas, tem-se detectado 95% dos animais
com lesões tuberculosas na inspeção post mortem
(CORNER, 1994).

No Brasil, a inspeção das carcaças é regulamenta-
da pelo RIISPOA “Regulamento de Inspeção Indus-
trial e Sanitária de Produtos de Origem Animal” da
Divisão de Normas Técnicas do Departamento de
Inspeção dos Produtos de Origem Animal (DIPOA),
do Ministério da Agricultura, segundo decreto de 29
de março de 1952, alterado pelos decretos de 1962,
1994, 1997, e vigente nos dias atuais (BRASIL, 1952).

Uma alternativa que permite a identificação rápi-
da de várias espécies de micobactérias encontradas
em amostras clínicas ou em isolados que crescem em
meio líquido ou sólido consiste no estudo de uma
proteína de choque térmico (heat-shock) de 65 KDa
empregando-se a reação em cadeia de polimerase
(PCR), e a posterior análise do polimorfismo dos
fragmentos gerados por enzimas de restrição (RFLP).
Esse ensaio requer uma biomassa menor do que a
requerida para o HPLC anteriormente mencionado e
pode identificar tanto bactérias do complexo M.
tuberculosis como micobactérias que não pertencem a
esse complexo (TELENTI et al. 1993; TAYLOR et al., 1997).

Uma tecnologia que parece promissora para a
identificação e genotipagem de espécies de
micobactérias, mas que ainda não está disseminada
nos laboratórios de microbiologia clínica, é a técnica
do microarranjo do DNA (DNA microarray) que pos-
sibilita a imobilização de seqüências de DNA (son-
das) que hibridizam com RNAs mensageiros e possi-
bilitam a identificação das funções das seqüências
genômicas (GINGERAS et al., 1998).

Pelas razões apresentadas anteriormente, quan-
do comparada ao diagnóstico bacteriológico e
bioquímico, a técnica de PCR, assim como outros
métodos moleculares, são considerados um avanço
promissor no diagnóstico rápido da tuberculose, tan-
to por reduzirem o tempo de diagnóstico de meses

para poucos dias, como por apresentarem a vantagem
de uma elevada especificidade e sensibilidade, além
da capacidade de detectar quantidades muito peque-
nas de bacilos vivos ou mortos na amostra (ABRAHÃO,
1998; KOCAGOZ et al., 1993; BEIGE et al., 1995).

REAÇÃO DE POLIMERASE EM CADEIA (PCR)

O desenvolvimento da técnica de PCR, que permi-
te a amplificação de segmentos gênicos pela reação de
polimerase em cadeia, foi um dos principais avanços
tecnológicos ocorridos nas últimas décadas e têm
permitido o estudo da expressão gênica e o diagnós-
tico de doenças genéticas, neoplásicas e infecciosas.

A técnica de PCR foi introduzida em 1986 por
Mullis e Faloona, sendo considerada revolucionária
por permitir inúmeras vezes e em poucas horas a
amplificação in vitro de uma seqüência alvo de DNA.
Através do emprego da enzima Taq polimerase, pro-
veniente da bactéria Thermus aquaticus, este método
permite a identificação e amplificação do DNA
bacteriano (ANDRADE, 1993)

As seqüências de oligonucleotídeos, que constitu-
em os primers, agem como sondas e são consideradas
elementos chaves para garantir a especificidade da
reação, uma vez que a amplificação do DNA só será
possível se houver a hibridização do primer com a
seqüência alvo de DNA da amostra. Os fragmentos
amplificados podem ser evidenciados em gel de
eletroforese corado com brometo de etídio, ou por
primers marcados com isótopos radioativos, ou fluo-
rescentes e ainda empregando-se métodos enzimáticos
ou de quimiluminescência (ABRAHÃO, 1998; ANDRADE,
1993; COLLINS et al., 1994).

EMPREGO DA PCR PARA DETECTAR TUBER-
CULOSE ANIMAL

Na tuberculose, o método de PCR, assim como
outros métodos moleculares, vem sendo empregados
para a identificação e detecção do agente, tanto em
isolados de cultivos, como em amostras clínicas (DE

WIT et al., 1990; SAKAMOTO et al., 1999). O interesse pelos
métodos moleculares tem se intensificado devido às
dificuldades encontradas no diagnóstico da doença
em animais, principalmente pelas limitações quanto
à sensibilidade e especificidade do teste de reação
cutânea e o longo período para a confirmação da
presença do agente pelos métodos bacteriológicos de
rotina (RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001). Apesar
das vantagens e da clareza dos resultados, a comple-
xidade e o custo têm sido restrições apontadas para a
utilização da PCR no diagnóstico de tuberculose
(KLASTER et al., 1998; VITALE et al., 1998; ZANDEN, 2002).

O sucesso do método de PCR na rotina de diagnós-
tico da tuberculose está na dependência de uma série
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de parâmetros, tais como: a qualidade do DNA, que
deve estar livre de contaminantes (os quais interferem
na amplificação); na escolha correta dos primers para
a amplificação do material, assim como no emprego
de métodos de extração adequados, especialmente
para amostras paucibacilares (KLASTER et al., 1998;
RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001).

Primers ou oligonucleotídeos para diagnóstico
de tuberculose por PCR

A escolha correta dos primers é um dos pontos
críticos para o sucesso da reação de PCR no diagnós-
tico da tuberculose (SAKAMOTO et al., 1999). A discrimi-
nação do gênero Mycobacterium pode ser efetuada com
primers gêneros-específicos, que detectam as
micobactérias do complexo M. tuberculosis, ou ainda
os primers espécie-específicos que reconhecem se-
qüência de DNA do M. bovis, embora não diferencie do
M. tuberculosis. Portanto, quando não é essencial a
diferenciação entre M. bovis e M. tuberculosis, as se-
qüências comuns de DNA presentes nestas espécies
possibilitam um diagnóstico potencial da tuberculo-
se por PCR (COLLINS et al., 1994; SAKAMOTO et al., 1999).

Muitos primers, que inicialmente se mostraram
eficientes para discriminar o gênero e a espécie do
bacilo da tuberculose, porém como veremos pelos
exemplos citados a seguir, muitos deles falhavam em
identificar determinadas amostras quando passa-
ram a ser empregado no diagnóstico de rotina.

O emprego de primers específicos para o gênero
Mycobacterium spp., com amplificação do segmento
de 383 pares de bases do gene codificando o antígeno
65 kDa–hsp65, presente em todas as micobactérias, e
das sondas específicas para o complexo M. tuberculosis
capazes de amplificar um fragmento de 419 pares de
bases do gene que expressa o antígeno protéico de 38
kDa-Pab38 foram evoluções de grande impacto
(COLLINS et al., 1994; SAKAMOTO et al., 1999).

RODRIGUEZ et al. (1995) descreveram o emprego dos
pares de primers JB-21 e JB-22, inicialmente considera-
dos específicos para discriminar a espécie M. bovis,
porém, com a ampliação da amostragem observou-se
que muitas vezes não discriminavam com clareza M.
bovis e também amplificavam pelo menos 25% de
isolados de M. tuberculosis.

Em populações onde o status da doença é desco-
nhecido uma técnica que diferencia as micobactérias
que integram o complexo M. tuberculosis é um elemen-
to repetitivo IS6110, encontrado em diferentes sítios
do cromossomo de M. tuberculosis e que determina
uma grande heterogeneidade genotípica em isola-
mentos (ROMANO et al. 1996; VITALE et al., 1998; ZANINI

et al., 2000).
A diferenciação entre as espécies de micobactérias

é estabelecida pelo número de cópias de IS6110 que os

microrganismos apresentam. No M. tuberculosis são
observadas de oito a 20 cópias, em cepas de M. bovis
há de 2 a 6 cópias e somente uma no M. bovis BCG
(ARANAZ et al., 1996; ROMANO et al., 1996; VITALE et al.,
1998; ZANINI et al., 2000). Porém, posteriormente WEIL

e colaboradores (1996) mostraram que nem todas as
cepas de M. bovis e M. tuberculosis seguiam um mesmo
padrão, apresentando uma mesma seqüência com
diferentes números de cópias de IS6110.

Outra tentativa para discriminar espécies de
micobactérias foi proposta com o primer específico
para o gene que codifica a proteína MTP40, que de
início parece estar presente apenas em M. tuberculosis,
porém posteriormente também foi encontrada em M.
bovis (WEIL  et al., 1996; YEBOAH-MANU et al., 2001).

A PCR multiplex, que emprega em uma mesma
reação vários conjuntos de pares de primers específi-
cos para determinadas regiões do genoma bacteriano,
tem sido uma alternativa para diferenciar as
micobactérias do complexo M. tuberculosis. YEBOAH-
MANU et al. (2001) descreveram um PCR-multiplex que
apresentou bons resultados possibilitando a discri-
minação do M. tuberculosis, M. bovis e M. bovis BCG.
Porém, esse ensaio só pode ser empregado sem restri-
ção em amostras provenientes de regiões livres do M.
africanum. Nessa reação, primers específicos para o
gênero Mycobacterium, foram associados a primers
específicos para o complexo M. tuberculosis e para os
espaçadores da região DR 33 e 34, específicos para
M.bovis, que por sua vez diferenciam M. bovis de M.
bovis BCG, pela presença de dias cópias da região 33
e uma da região 34, respectivamente (YEBOAH-MANU et
al., 2001).

A descrição do genoma do M. tuberculosis e M. bovis
introduziu novas alternativas para o diagnóstico da
tuberculose, pois um novo cenário da evolução da
doença está sendo delineado, principalmente com o
conhecimento das regiões do genoma presentes ou
ausentes nas bactérias integrantes do complexo M.
tuberculosis. Estes avanços permitirão a escolha de
primers adequados, bem como a compreensão e a
definição do ancestral comum do agente (AAGAARD et
al., 2003; BROSCH et al., 2002).

Extração do DNA da micobactéria

Apesar da PCR ser um método de diagnóstico
promissor, especialmente nos locais com índices de
tuberculose elevados, ainda apresenta limitações não
só no relativo à padronização, como também, quanto
ao custo, complexidade, qualidade e armazenamento
dos reagentes (KLASTER et al., 1998; RORING et al., 2000).

Nos ensaios moleculares, um fator de relevante
importância é o desenvolvimento de um método apro-
priado para a extração de um pequeno número de
organismos de lesões teciduais e a liberação do DNA
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presente nestes organismos para a amplificação por
PCR (COLLINS et al., 1994).

As técnicas utilizadas com sucesso para a extra-
ção de DNA de M. tuberculosis em amostras clínicas de
escarro de seres humanos têm sido inadequadas para
o processamento de M. bovis em tecidos de bovinos.
Isto pode ser atribuído a grande quantidade de bacilos
de M. tuberculosis presentes em espécimes humanos,
facilitando a extração do DNA, o que não ocorre em
materiais colhidos de bovinos infectados pelo M.
bovis (COLLINS et al., 1994; TAYLOR et al., 2001).

Os primeiros estudos empregando PCR para a
detecção direta de M. bovis em tecidos bovinos foram
realizados em 1995, as vantagens referidas incluíam
a rapidez e a habilidade para detectar bacilos inviáveis.
Esse ensaio, porém, apresentava limitações, prova-
velmente relacionadas ao método de extração, princi-
palmente, para a detecção de M. bovis em amostras
paucibacilares, onde o cultivo mostrava uma sensibi-
lidade muito superior (COLLINS et al., 1994; RORING et al.,
2000).

Atualmente, com a diversidade de kits de extração
de DNA e o aperfeiçoamento dos procedimentos de
amplificação, o diagnóstico de culturas de
micobactérias por PCR é muito sensível, mas a reação,
quando empregada para amostras de tecido, ainda
apresenta restrições quanto à sensibilidade em razão
da pequena quantidade de bacilos (RORING et al., 2000).
O aspecto restritivo parece consistir na dificuldade
em concentrar as micobactérias no pellet, especial-
mente devido à flutuação e a tensão superficial
(ANTOGNOLI et al., 2001).

Vários grupos têm tentado estabelecer protocolos
para a extração de DNA de amostras clínicas utilizan-
do kits comerciais, ou realizando a extração por
solventes orgânicos (fenol-clorofórmio), porém os re-
sultados ainda são muito irregulares (ANTOGNOLI et al.,
2001; RORING et al., 2000; WARDS et al., 1994; ROXO et al.,
2002).

A comparação de resultados interlaboratoriais
com amostras padronizadas e submetidas a diferen-
tes métodos de extração de DNA mostram grandes
variações nos valores de sensibilidade e especificidade
(DEL PORTILLO et al., 1996).

Uma das alternativas para garantir melhores re-
sultados da reação é o emprego de seqüências de
captura de DNA, que apresentam boa resolução em
amostras paucibacilares, (RORING et al., 2000; TAYLOR et
al., 2001). Quando aplicados em culturas de bacilos
positivas apresentam uma maior sensibilidade vari-
ando de 71,4 a 97% (LIÉBANA et al., 1995; WARDS et al.,
1995; RORING et al., 2000).

Kits comerciais de extração como: QIAamp DNA
Blood Mini Kit - Qiagen® e Wizard Plus Minipreps
DNA Purification System - Promega® foram empre-
gados para a extração do DNA em amostras isoladas

em cultivos e apresentaram uma sensibilidade simi-
lar ao obtido com a coloração de Ziehl Neelsen. A
ocorrência de resultados negativos pode ser atribuída
a uma biomassa inadequada, ou pela existência de
inibidores da reação na amostra examinada ou ainda
por redução do poder de discriminação da espécie de
micobactéria. Testes como o MTD® da Gen Probe,
quando comparado ao do teste de sensibilização da
pele mostram-se rápidos, fáceis e capazes de identifi-
car poucos bacilos em tecidos, porém o mesmo não
ocorre quando comparados com a cultura da
micobactéria (RORING et al., 2000; YEBOAH-MANU et al.,
2001).

Sensibilidade da PCR

O método de PCR é incapaz não diferencia orga-
nismos colonizadores e infectantes viáveis dos não
viáveis, e pode propiciar resultados falso positivos,
decorrentes de contaminações ambientais (MAC

FADDEN et al., 1990; ZANDEN, 2002).
A sensibilidade da reação de PCR pode ser influ-

enciada pelas as soluções empregadas, a lise da pa-
rede celular, pequeno número de bacilos presentes
(CORNEJO et al., 1998), parâmetros cíclicos, bem como
pelos procedimentos empregados para detectar e iden-
tificar o produto (ZANDEN, 2002).

Embora, uma das grandes vantagens menciona-
das para emprego da técnica de PCR seja a alta
sensibilidade e especificidade (LIÉBANA et al., 1995;
RORING et al., 2000; WARDS et al., 1995), alguns
parâmetros da reação podem influenciar estes resul-
tados. Entre eles destacam-se: baixas temperaturas de
anelamento, que podem aumentar a inespecificidade
da reação, a concentração de sal do tampão e a concen-
tração de magnésio, que quando muito elevada pode
inibir a atividade da polimerase e conseqüentemente
a quantidade do produto.

Para avaliar a sensibilidade dos testes de PCR,
alguns autores empregam diluições seriadas decres-
centes de DNA do agente, com o objetivo de estabe-
lecer o limite de detecção do método de extração, ou
ainda realizam PCR em tempo real, com avaliação
quantitativa do produto amplificado gerado. Tanto
as informações referentes à capacidade de detecção
quanto à sensibilidade do ensaio devem sempre ser
comparadas ao ensaio equivalente de diagnóstico,
que é a cultura do bacilo (RODRIGUEZ et al., 1995;
RORING et al., 2000; VITALE et al., 1998; WARDS et al.,
1995).

Uma das alternativas para aumentar a sensibili-
dade da reação de PCR no diagnóstico molecular da
tuberculose é o emprego da reação de nested-PCR, que
consiste na re-amplificação, com primers internos, de
um fragmento amplificado em uma primeira reação
(ZANDEN, 2002).



62

Arq. Inst. Biol., São Paulo, v.74, n.1, p.55-65, jan./mar., 2007

A.P. Ruggiero et al.

Problemas de contaminação

Embora observando o pré-requisito para o traba-
lho laboratorial em tuberculose que exige um grau de
segurança nível 3, a contaminação é ainda uma das
dificuldades a ser vencida nos laboratórios de biolo-
gia molecular voltados para o diagnóstico da tubercu-
lose. Relatos de contaminação cruzada variam entre
0,1 a 65%, taxas essas que podem ser reduzidas
abaixo de 1% em laboratórios bem controlados e
fiscalizados (KANDUMA et al., 2003).

A contaminação pode ocorrer por reação cruzada
entre espécies, normalmente através de amplificações
de culturas de M. bovis e M. tuberculosis, e pela conta-
minação das reações de amplificação a serem realiza-
das, por moléculas da seqüência alvo, resultando
muitas vezes em falso-positivos  (KANDUMA et al., 2003;
ZANDEN, 2002).

Com o intuito de minimizar os riscos da contami-
nação, alguns procedimentos são aplicados como: a
inativação fotoquímica, a desintegração do ácido
nucléico com ácido clorídrico, e o isolamento de áreas
do laboratório de biologia molecular para o
processamento e análise do DNA de amostras clíni-
cas e do produto amplificado. Devem ainda ser
adotadas precauções no recebimento da amostra, na
realização do ensaio em fluxo laminar, dos procedi-
mentos de processamento, e na extração de DNA. Os
laboratórios que realizam a rotina de diagnóstico por
PCR devem adotar procedimentos padrões na reali-
zação da reação tais como: a distribuição, em primeiro
lugar da água, nos tubos de reação e depois dos
demais componentes, o emprego de ponteiras com
filtros e tubos estéreis, além da adoção de cuidados
com o armazenamento, processamento e emprego em
temperaturas baixas do DNA, reagentes e produtos
da PCR (ZANDEN, 2002).

CONSIDERAÇÕES FINAIS

Este estudo mostra que os programas de controle
da tuberculose se ressentem da inexistência de ensai-
os rápidos e sensíveis para diagnóstico da doença,
principalmente em regiões aonde é endêmica e a
tuberculose bovina e humana coexistem. Um dos
desafios atuais para os países em desenvolvimento é
a disponibilização de metodologia que assegure a
distinção entre M. bovis e M. tuberculosis, para o acom-
panhamento da disseminação de M. bovis em huma-
nos e para a elaboração de uma análise fiel da situação
epidemiológica da tuberculose nas várias regiões.

Existem numerosas contribuições sobre o desen-
volvimento e desempenho de métodos de diagnóstico
para a tuberculose (teste tuberculínico, cultura, exa-
me post-mortem, ELISA e γ-interferon) e ensaios
moleculares como RFLP e em especial PCR, porém é

necessária a validação desses ensaios, empregando-
se amostras clínicas e nas condições do país, no qual
os mesmos serão empregados (WORLD  HEALTH

ORGANIZATION, 1994; WARDS et al., 1995).
Algumas restrições técnicas impedem a aplicação

do método de PCR na rotina laboratorial para o diag-
nóstico da tuberculose animal. Entre elas: a extração
de DNA de amostras clínicas, especialmente em ra-
zão da pequena quantidade de bacilos presentes em
lesões de bovinos tuberculosos; a escolha de primers
adequados, que assegurem a especificidade da rea-
ção; além do alto custo do diagnóstico, em razão do
emprego de kits comerciais, que somente serão viáveis
com sua utilização em larga escala.

A técnica de PCR, assim como outras metodologias
moleculares, não vem substituir os métodos clássicos
de isolamento e identificação do agente, mas tem o
objetivo precípuo de auxiliar os exames laboratoriais
de tuberculose, permitindo uma expressiva redução
no tempo necessário para a confirmação do diagnós-
tico esclarecendo a natureza das lesões sugestivas de
tuberculose em carcaças seqüestradas em frigoríficos.

A diminuição do tempo de exame de lesões suspei-
tas possibilitará ações rápidas e adequadas para o
controle da doença no homem e nos animais e auxi-
liará na identificação dos fatores de risco, que desem-
penham importante papel na epidemiologia da tuber-
culose.
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