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RESUMO 

 

CASTRO, J.F.P. Padronização da PCR em Tempo Real (qPCR) para diagnóstico de 
tuberculose bovina a partir de amostras de lesões sugestivas colhidas em 
abatedouros. 2022. 40 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 
 

Para dar agilidade ao processo de diagnóstico direto da tuberculose bovina em lesões 

de carcaças condenadas pela doença em abatedouros, principal mecanismo de 

revelação de focos em Sistema de Vigilância (SV), duas técnicas de qPCR para 

detecção do agente diretamente do homogeneizado das lesões foram  padronizadas 

e comparadas ao isolamento e identificação do M. bovis, considerada o padrão ouro. 

Assim, 167 amostras de lesões de carcaças condenadas por tuberculose, colhidas 

pelos Serviços de Inspeção de abatedouros dos estados de Mato Grosso e Santa 

Catarina foram homogeneizadas e submetidas ao isolamento e identificação do M. 

bovis, à qPCR IS1081 e à qPCR RD4. Os resultados de ambas qPCR mostraram-se 

fortemente associados aos do isolamento e identificação do M. bovis (p < 0,01), com 

índice de concordância de 0,58 (moderada). Quando comparadas entre si, ambas 

qPCR exibiram resultados fortemente associados (p < 0,01), com índice de 

concordância de 0,89 (forte). A Sensibilidade e a Especificidade da qPCR IS1081 

foram de = 0,80 [0,69; 0,88] e 0,79 [0,71; 0,86]. Para a qPCR RD4 esses mesmos 

valores foram de 0,74 [0,62; 0,83] e = 0,84 [0,76; 0,90]. As estimativas da 

Sensibilidade e a Especificidade da qPCR RD4, específica para M. bovis, adotando 

como padrão ouro os resultados em paralelo dos outros dois métodos, foram de 0,74 

[0,64; 0,83] e 1,00 [0,96; 1,00]. Em conclusão, os resultados obtidos para as duas 

qPCR foram equivalentes e a qPCR RD4 tem potencial para substituir a bacteriologia 

clássica, com vantagens operacionais, nas ações de detecção de focos de bTb no 

âmbito do SV para a doença. 

 

Palavras chave: Tuberculose bovina, diagnóstico direto, qPCR 

 

 

 

 

 



  

ABSTRACT 

 

CASTRO, J.F.P. Standardization of Real Time PCR (qPCR) for the diagnosis of 
bovine tuberculosis from samples of suggestive lesions collected in slaughterhouses. 
2022. 40 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2022. 
 

To speed up the process of direct diagnosis of bovine tuberculosis in lesions of 

carcasses condemned for the disease in slaughterhouses, the main mechanism for 

revealing infected herds in the surveillance system (SV), two qPCR techniques for 

detecting the agent directly from the homogenate of lesions were standardized and 

compared to the isolation and identification of M. bovis, considered the gold standard. 

Thus, 167 samples of lesions from carcasses condemned for tuberculosis collected by 

the Inspection Services of slaughterhouses in the states of Mato Grosso and Santa 

Catarina were homogenized and submitted to the isolation and identification of M. 

bovis, qPCR IS1081 and qPCR RD4. The results of both qPCR were strongly 

associated with those of M. bovis isolation and identification (p < 0.01), with an 

agreement index of 0.58 (moderate). When compared to each other, both qPCR 

showed strongly associated results (p < 0.01), with a concordance index of 0.89 

(strong). The Sensitivity and Specificity of the qPCR IS1081 were 0.80 [0.69; 0.88] and 

0.79 [0.71; 0.86]. For the qPCR RD4 these same values were 0.74 [0.62; 0.83] and = 

0.84 [0.76; 0.90]. The estimates of Sensitivity and Specificity of the M. bovis-specific 

qPCR RD4, adopting as gold standard the parallel results of the other two methods, 

were 0.74 [0.64; 0.83] and 1.00 [0.96; 1.00]. In conclusion, the results obtained for the 

two qPCR were equivalent and the qPCR RD4 has the potential to replace classical 

bacteriology, with operational advantages, in actions to detect bTb infected herds 

within the scope of the SV for the disease. 

 

Key words: Bovine Tuberculosis, direct diagnosis, qPCR  
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1  INTRODUÇÃO 

 

A tuberculose bovina (bTb) é uma zoonose infectocontagiosa, causada pelo 

Mycobacterium bovis, bacilo aeróbico, imóvel, não capsulado, não flagelado, medindo 

aproximadamente 0,5µm de comprimento por 0,3µm de largura e álcool-ácido-

resistente quando corado pelo método de Ziehl-Neelsen (CORREIA & CORREIA, 

1992).  

A principal forma de transmissão no rebanho ocorre por aerossóis, sendo a via 

respiratória a principal porta de entrada (BEER, 1998; BRASIL, 2006). A aquisição de 

animais de condição sanitária desconhecida é o fator de risco preponderante para a 

introdução da doença nas propriedades brasileiras (FERREIRA NETO et al., 2016). 

De evolução crônica, é caracterizada pelo surgimento de lesões nodulares 

localizadas principalmente no trato respiratório superior e linfonodos brônquicos e 

mediastínicos, além do fígado, podendo acometer outros órgãos ou tecidos e levar 

anos para produzir sinais clínicos nos animais acometidos (BEER, 1998; INNES, 

2002). 

A doença gera diversos prejuízos ao produtor, como queda na produção de 

leite, perda na produção de carne e a perda referente à condenação de carcaças com 

lesões de tuberculose no abatedouro, além de representar uma barreira não-tarifária 

ao livre comércio de animais e produtos de origem animal (CORREIA & CORREIA, 

1992; BRASIL, 2006). 

O método padrão ouro para diagnóstico direto da tuberculose bovina é o 

isolamento bacteriano em meios de cultura (Löwenstein-Jensen e Stonebrink-Lesslie), 

seguido da identificação por métodos moleculares, porém demanda muito tempo (30 

a 90 dias), além de necessitar de níveis de biossegurança elevados e mão de obra 

altamente qualificada. Isso prejudica o andamento de programas de erradicação da 

doença, pois o principal mecanismo de detecção de focos do Sistema de Vigilância 

(SV) é o diagnóstico direto em lesões de carcaças condenadas por tuberculose em 

abatedouros e subsequente rastreamento e saneamento dos focos (BRASIL, 2006). 

Para dar agilidade ao processo, vários pesquisadores vêm estudando 

alternativas moleculares aplicáveis diretamente a tecidos e órgãos com lesões 

sugestivas de tuberculose, relatando valores de sensibilidade entre 76 a 94% (NAHAR 

et al., 2011; ARAÚJO et al., 2014; MOURA et al., 2016; DYKEMA et al., 2016; USDA, 

2018; LORENTE-LEAL et al., 2019). 
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No Brasil, o estado de MT já está implementando estratégias de erradicação 

para a doença (INDEA-MT, 2014) e será seguido por outros muito em breve. Assim, 

o objetivo do presente estudo é padronizar um método de qPCR para diagnóstico 

direto da tuberculose a partir de lesões em tecidos e órgãos, que seja facilmente 

implementado pelas rotinas laboratoriais dos Serviços Veterinários Oficiais brasileiros, 

visando dar qualidade e agilidade aos mecanismos de detecção de focos dos SV para 

tuberculose bovina que começarão a emergir no país. Além disso, pretende comparar 

a sua performance com o isolamento e identificação do M. bovis. 
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2  OBJETIVO 

 

Padronização da técnica de qPCR para diagnóstico da tuberculose bovina a 

partir de amostras de tecidos/órgãos com lesões sugestivas da doença e comparação 

com o isolamento e identificação do M. bovis, considerada a técnica padrão ouro para 

o diagnóstico direto da tuberculose bovina. 
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3  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Seleção das amostras 

 

As amostras pertenciam a rotina de diagnóstico da tuberculose bovina, mantida 

pelo Laboratório de Zoonoses Bacterianas (LZB) da FMVZ-USP. Foram coletadas em 

abatedouros pelos Serviços de Inspeção brasileiros e encaminhadas ao LZB para 

diagnóstico de tuberculose bovina na forma congelada em frascos hermeticamente 

fechados, conforme recomendado pela ANVISA, compondo, no LZB, um banco de 

lesões sugestivas de tuberculose congeladas para estudos ulteriores, caso deste 

projeto. 

Os órgãos mais frequentemente acometidos por lesões granulomatosas são os 

linfonodos (principalmente de cabeça e tórax), pulmões e fígado. Quando a infecção 

ocorre por via digestiva, os linfonodos mais acometidos são faríngeos e mesentéricos, 

além do próprio intestino (OIE, 2018). Um painel de 167 amostras, oriundas das 

rotinas dos Serviços de Inspeção de abatedouros dos estados de Mato Grosso e 

Santa Catarina foram selecionadas para o presente estudo. 

Todas as 167 amostras foram submetidas a três métodos diretos de diagnóstico 

da tuberculose bovina: 1) isolamento e identificação do M. bovis; 2) detecção do 

Complexo M. tuberculosis (CMT) pela qPCR IS1081; 3) detecção de M. bovis pela 

qPCR RD4. 

 

3.2 Isolamento e identificação de M. bovis a partir das amostras de lesões 

sugestivas de tuberculose colhidas em abatedouros 

 

Em cabine de segurança biológica classe II, cerca de 1g de tecido contendo lesão 

característica de tuberculose bovina foi macerada em 5 mL de solução salina 0,85% 

com auxílio do homogeneizador automático (Stomacher®). As amostras foram 

submetidas ao processo de descontaminação pela pelo método de contagem de 

placas heterotróficas 1,5% (HPC), (AMBROSIO et al., 2008) sendo semeado em 

duplicata nos meios Lowenstein-Jensen e Stonebrink Leslie e mantidos em estufa a 

37ºC. Foram monitoradas semanalmente pelo período de 90 dias (BRASIL, 2006). 

A identificação dos isolados foi realizada por meio da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR). Em cabine de segurança biológica classe II, uma alíquota da 
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cultura bacteriana, foi dissolvida em 200µL de tampão TE (10 mM Tris, 1mM EDTA 

pH 8.5). A solução foi colocada em microtubo livre de DNase e RNase e submetida a 

três ciclos de fervura a 100ºC por 20 minutos seguido de congelamento a -20ºC 

(MIYATA et. al., 2011).  

Para identificação dos isolados de M. bovis, o alvo foi a Região de Deleção 4 

(RD4), gene com 268pb. RD4 1 (ATGTGCGAGCTGAGCGATG), RD4 2 

(TGTACTATGCTGACCCATGCG), RD4 3 (AAAGGAGCACCATCGTCCAC) 

(WARREN et. al., 2006). A cepa AN5 foi utilizada como controle positivo da reação. 

Amostras amplificadas com 268 pb foram identificadas como M. bovis e, amplificações 

com 172 pb, como outras micobactérias pertencentes ao Complexo Mycobacterium 

Tuberculosis. 

 

3.3 Padronização da qPCR IS1081 e qPCR RD4 

 

As qPCR foram padronizadas no instrumento StepOne ™ Real Time PCR 

System, utilizando sistema TaqMan ™ Universal Master Mix II, applied biosystem. 

Visando o ajuste das melhores concentrações dos reagentes da qPCR, os testes 

foram realizados empiricamente, de acordo com ajustes nas concentrações de 

iniciadores e na temperatura de anelamento. As amostras foram consideradas 

positivas somente com análise de curva de melting com picos de temperatura que não 

diferissem em mais de 1°C do controle positivo utilizado no mesmo experimento 

(BRASIL, 2015). 

 

3.4 Extração do DNA proveniente do tecido para detecção de M. bovis pela qPCR 

 

Duzentos microlitros (200 µl) do homogeneizado do tecido foram transferidos 

em duplicata, para microtubos livres de DNase e RNase. Sequencialmente, o DNA foi 

extraído utilizando kit comercial Qiagen - DNeasy Blood & Tissue Kit® (MOURA et.al., 

2016), seguindo as recomendações do fabricante. Em cada extração um controle 

positivo de cultura bacteriana inativada de M. bovis – AN5 foi incluído (CANEVARI 

CASTELÃO et al., 2014), assim como três controles negativos de TE (10 mM Tris, 

1mM EDTA pH 8.5), ambos com 200 µl. 
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3.5 Quantificação do DNA extraído, a partir do tecido bovino 

 

Cada amostra foi quantificada com auxílio do Nanodrop®, e foram 

consideradas as razões 260/280 com valor aproximado de 1.80 e 230/260 com valor 

aproximado de 2.00, garantindo a qualidade do DNA extraído em relação a lipídeos 

ou proteínas e sais da extração. 

 

3.6 Caracterização molecular do DNA proveniente do tecido por qPCR 

 

Estudos sugerem que a região do genoma bacteriano denominada 16S rDNA 

possui a capacidade de avaliar a diversidade do agente (CHOI et al., 2015); desta 

forma, para caracterização do DNA proveniente do tecido, os alvos foram as regiões 

IS 1081, com 124 pb, para bactérias pertencentes ao CMT e RD4, com 88 pb, para 

M. bovis (MOURA et.al., 2016). 

 

Quadro 1. Primers e sondas utilizados para a caracterização molecular dos isolados 

de M. bovis. 

Oligonucleotídeos Sequência de Oligonucleotídeos 
Concentração 

(nM) 

Mbo.IS1081.124.F 5'AGGAACGCCTCAACCGAGAAG3' 600 

Mbo.IS1081.124.R 5'CCTTCGATCCATTTCGTCGTG3' 600 

Mbo.IS1081.124.S 5'FAM-CGACGCCGAACCGACGTCGTC-IowaBlack3' 300 

      

Mbo.RD4.88.F 5'CGCCTTCCTAACCAGAATTG3' 600 

Mbo.RD4.88.R 5'GGAGAGCGCCGTTGTAGG3' 600 

Mbo.RD4.88.S 5'FAMAGCCGTAGTCGTGCAGAAGCGCA-IowaBlack 3' 300 

 

Para padronização, a sequência de primers descritos no quadro 1 foi acessada 

no Basic Local Alignment Search Tool - Blast. O genoma completo de M. bovis de 

referência Danish 1331 CP 039850 foi compatível ao alinhamento inicial. Verificou-se 

a repetição do gene IS1081 dentro do genoma completo do M. bovis de referência, 

assim como a região de cada repetição. O mesmo procedimento foi realizado com o 

gene RD4. 
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3.7 Cálculo do genoma de referência para IS1081 e RD4 

 

O cálculo do genoma de referência é uma etapa importante na padronização 

da qPCR e determina o limiar de carga bacteriana possível de captação como positivo 

pelo aparelho. 

A fluorescência emitida em cada análise aumenta na proporção direta da 

quantidade de produto da PCR. Sendo assim, os valores da fluorescência são 

armazenados durante os ciclos e amplificados na forma de gráfico (NOVAIS et al., 

2004). 

O threshold é o ponto que detecta que a reação atingiu o limiar de amplificação 

que permite a quantificação do produto baseado na sua fluorescência (NOVAIS et al., 

2004).  

Para realização do cálculo de genoma de referência foram utilizados o peso 

molecular do genoma completo, o tamanho do genoma completo e a quantidade de 

DNA quantificada pelo Nanodrop® (cultura de M. bovis AN5).  

 

3.8 Padronização da curva Mbo IS1081 e RD4 com controle positivo M. bovis 

AN5 

 

Para padronização, a curva do M. bovis, utilizando a cepa AN5 foi realizada em 

duplicata, com diluições seriadas em base 10, sendo possível determinar os positivos 

através de escala comparativa, realizando o ajuste do threshold (limiar do valor de 

luminescência atingido em cada corrida de qPCR) de ambas. 

 

3.9 Limite de Detecção (LOD) 

 

O limite de detecção é representado por meio da identificação da maior diluição 

em que todas as amostras do controle positivo AN5, previamente diluídas na 

proporção de 1:10, apresentaram amplificação. 

 

3.10 Análise dos resultados 

 

Após obtenção dos resultados do isolamento/identificação (padrão ouro), da 

qPCR IS1081 e da qPCR RD4, foram calculadas as associações (qui-quadrado) e a 
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concordância (índice Kappa, com interpretação segundo Tabela 1) entre os três 

métodos, além da Sensibilidade e Especificidade das duas técnicas de qPCR, tendo 

como padrão ouro o isolamento e identificação do agente. Também foram calculadas 

a Sensibilidade e a Especificidade da qPCR RD4, tendo como padrão ouro o protocolo 

em paralelo do isolamento e identificação do agente e da detecção do complexo M. 

tuberculosis pela qPCR IS1081. Todos os cálculos foram realizados com o auxílio do 

programa Python. 

 

Tabela 1. Interpretação do Índice Kappa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Valor de Kappa
Interpretação da associação ou 

concordância

 0 a 0,2 fraca 

 0,21 a 0,4 razoável

 0,41 a 0,6 moderada

 0,61 a 0,8 forte 
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4  RESULTADOS 

 

4.1 Padronização da reação de qPCR para os genes IS1081 e RD4 utilizando a 

cepa AN5 de M. bovis. 

A padronização das reações foi realizada em duas etapas distintas utilizando a 

cepa de referência AN5 para M. bovis, considerando a região iniciadora IS1081 para 

micobactérias pertencentes do CMT e RD4 para M. bovis.  

O genoma completo de M. bovis de referência Danish 1331 CP 039850 foi 

acessado no Blast, identificando a repetição de IS1081 no genoma completo de M. 

bovis, conforme demonstrado na Tabela 2. O mesmo procedimento foi realizado com 

o gene RD4, Tabela 3. 

 

Tabela 2. Repetição do gene IS1081 dentro do genoma de M. bovis. 

Mbo.IS1081.124.F Mbo.IS1081.124.R Mbo.IS1081.124.S 

Plus minus Plus minus Plus plus 

1343171 1171360 1171279 

2772668 3416873 3416792 

3315838 Plus plus Plus minus 

Plus plus 1343066 1343147 

1171256 2772563 2772644 

3416769 3315733 3315814 

 

 

Tabela 3. Repetição do gene RD4 dentro do genoma de M. bovis. 

Mbo.RD4.88.F Mbo.RD4.88.R Mbo.RD4.88.S 

Plus plus Plus plus Plus plus 

1692939 1692843 1692884 

 

O cálculo do genoma de referência foi realizado para delinear o limiar seguro 

de detecção em amostras positivas para o gene IS1081, utilizando a cepa AN5, 

referência para M. bovis. 

 

 

 

 

 



24 
 

        1 Mol (peso molecular)                = 
6,022 x 1023 

moléculas/cópias 

(Quantificação do DNA) x 10-9 g  = x 

1363220578,50 = 
6,022 x 1023 

moléculas/cópias 

7,5 x 10-9 g = X 

=3,31 x 106 cópias/µl 

=3,31 x 106 cópias/µl x 2 (reação padronizada com 2µl de 
DNA)  

6,62 x 106 genomas 

=6,62 x 106 genomas x 5 (gene com 5 repetições no genoma) 

=33 x 10 x 106 cópias 

 

Determinando a diluição 10-7, com 3 cópias de DNA segura para detecção de 

amostras positivas no gene IS1081, Tabela 4. 

 

Tabela 4. Determinação do limiar de detecção para o gene IS1081 a partir da cepa de 

M. bovis, AN5. 

Limiar de detecção para AN5 (gene IS1081) 

DNA puro 3,31x107 30000000 cópias 

10 -1 3,31x106 3000000 cópias 

10 -2  3,31x105 300000 cópias 

10 -3 3,31x104 30000 cópias 

10 -4 3,31x103 3000 cópias 

10 -5 3,31x102 300 cópias 

10 -6 3,31x101 30 cópias 

10 -7 3,31x10 3 cópias 

 

 

O cálculo do genoma de referência foi realizado para delinear o limiar seguro 

de detecção em amostras positivas para o gene RD4, utilizando a cepa AN5, 

referência para M. bovis. 
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         1 Mol (peso molecular)                = 6,022 x 1023 moléculas/cópias 

(Quantificação do DNA) x 10-9 g  = x 

1363220578,50 = 6,022 x 1023 moléculas/cópias 

7,5 x 10-9 g =        X 

=3,31 x 106 cópias/µl 

=3,31 x 106 cópias/µl x 2 (reação padronizada com 2µl de 
DNA)  

=6,62 x 106 cópias 

=6,62 x 106 genomas x 1 (gene com repetição única no 
genoma) 

=6 x 106 cópias 

 

Determinando a diluição 10-6, com 6 cópias de DNA segura para detecção de 

amostras positivas no gene RD4, Tabela 5. 

 

Tabela 5. Determinação do limiar de detecção para o gene RD4 a partir da cepa de 

M. bovis, AN5. 

Limiar de detecção para AN5 (gene RD4) 

DNA puro 3,31x107 6000000 cópias 

10 -1 3,31x106 600000 cópias 

10 -2  3,31x105 60000 cópias 

10 -3 3,31x104 6000 cópias 

10 -4 3,31x103 600 cópias 

10 -5 3,31x102 60 cópias 

10 -6 3,31x101 6 cópias 

10 -7 3,31x10 0,6 cópias 

 

 

A curva padrão foi constituída em duplicata para os genes IS1081 e RD4, a 

partir de diluições seriadas da cepa AN5, referência para M. bovis. 

A eficiência da curva IS1081 foi obtida por meio de parâmetros utilizando o 

valor da reta (slope), da linha de regressão, de -3,39, garantindo eficiência de 96,88%. 

O R2 foi de 0,999, evidenciando uma boa reação, demonstrada na Figura 1. A curva 

padrão realizada na diluição 1:10 está indicada na Figura 2. 
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Figura 1. A eficiência da amplificação para o gene IS1081 foi calculada por meio da 

curva padrão constituída com as diluições seriadas, utilizando o valor da inclinação da 

reta (slope) da linha de regressão. 

 

 

 

Figura 2.  Amplificação da curva padrão IS1081 com diluição de 1:10 do DNA de M. 

bovis AN5.  

 

 

 

A eficiência da curva RD4 foi obtida por meio de parâmetros utilizando o valor 

da reta (slope), da linha de regressão, de -3,39, garantindo eficiência de 97,16%. O 

R2 foi de 0,998, evidenciando uma boa reação, demonstrada na Figura 3. A curva 

padrão realizada na diluição 1:10 está indicada na Figura 4. 
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Figura 3. A eficiência da amplificação para o gene RD4 foi calculada por meio da 

curva padrão constituída com as diluições seriadas, utilizando o valor da inclinação da 

reta (slope) da linha de regressão. 

 

 

 

Figura 4.  Amplificação da curva padrão RD4 com diluição de 1:10 do DNA de M. 

bovis AN5. O Ct é proporcionalmente inverso à quantidade de DNA.  

 

 

 

A Tabela 6 demonstra os Cts de amplificação, em duplicata, obtidos na curva 

padrão de IS1081 e RD4, respectivamente. 



28 
 

Tabela 6. Cts obtidos na curva padrão de M. bovis para os genes IS1081 e RD4. 

Nessa análise a diluição 10-6 para o gene IS1081 foi desconsiderada devido a não 

replicação da duplicata. 

 

Primer 10-1 (Ct) 10-2 (Ct) 10-3 (Ct) 10-4 (Ct) 10-5 (Ct) 10-6 (Ct) 

Mbo. 
IS1081 

21,55 24,73 28,16 31,84 34,96 - 

21,6 24,75 28,11 31,71 35,14 - 

Mbo. RD4 
22,37 25,55 28,89 32,25 36,16 38,98 

21,99 25,62 29,19 32,45 36,25 38,8 

 

Considerando a sensibilidade analítica ao Cts médios em cada uma das 

análises foi 10-4 = 31,77 e 10-4 = 32,35, com Treshold de 0,230634 e 0,216041 para 

os genes IS1081 e RD4, respectivamente. 

 

Os limites de detecção de M. bovis para os genes IS1081 e RD4 foram 

determinados por meio do Ct médio, cálculo do desvio padrão e intervalo de confiança 

de 95%. O ponto 10-6 para o gene RD4 e 10-7 para o gene IS1081 de amplificação 

máxima, foi analisado 8 vezes em um mesmo ensaio, com o objetivo de identificar a 

capacidade de detecção do limiar de positividade. 

Dos 8 pontos de M. bovis analisados, 5 foram detectados como positivos para 

o gene IS1081, com Ct médio de 41,92, devendo, dessa forma, ser considerado no 

cálculo para o limiar de detecção de amostras positivas. Para o gene RD4, os 8 pontos 

foram considerados, com Ct médio de 39,01, demonstrado na Tabela 8. 

 

Tabela 7. Cts obtidos em ensaio com os genes IS1081 e RD4 para determinar o limite 

de detecção da padronização do qPCR. 

 

Limite de Detecção 

Primer 10-7 (Ct) 10-7 (Ct) 10-7 (Ct) 10-7 (Ct) 10-7 (Ct) 10-7 (Ct) 10-7 (Ct) 10-7 (Ct) 
Média 
(Ct) 

Mbo. 
IS1081 - - 42,537 - 43,436 41,159 42,589 41,983 41,92 

Mbo. RD4 38,54 38,98 39 39,17 39,5 39,53 39,48 38,01 39,01 

 

 

O limite de detecção para o gene IS1081 está demonstrado na Tabela 8. 

 



29 
 

Tabela 8. Demonstrativo do Ct médio, desvio padrão, intervalo de confiança de 95% 

e cálculo do limite de detecção para o gene IS1081. 

 

 Limite de Detecção 

Ct médio 38,9385714 41,9233333 
DP 0,88146064 1,22663225 
95% 0,37700002 0,98149218 
LOD 39,3155714 42,9048255 

 

O limite de detecção para o gene RD4 está identificado na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Demonstrativo do Ct médio, desvio padrão, intervalo de confiança de 95% 

e cálculo do limite de detecção para o gene RD4. 

 

Limite de Detecção 

Ct médio 36,15 39,00125 
DP 0,10099505 0,53749253 
95% 0,0431955 0,22988513 
LOD 36,1931955 39,2311351 

 

 

4.2 Resultados das análises das 167 amostras 

Os resultados das técnicas de isolamento e identificação de M. bovis, da qPCR 

IS1081 e da qPCR RD4, realizadas nas 167 amostras constam da Tabela 10. 
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Tabela 10. Resultados das técnicas de isolamento e identificação de M. bovis, da qPCR IS1081 e da qPCR RD4. 
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4.3 Comparação entre as técnicas  

Os resultados das comparações entre as técnicas de isolamento e identificação 

de M. bovis, de detecção do complexo M. tuberculosis (qPCR IS1081) e de detecção 

de M. bovis (qPCR RD4) estão sintetizados nas Tabelas 11 a 14. 

 

Tabela 11. Resultados das técnicas de isolamento e identificação de M. bovis (padrão 

ouro) e de detecção do complexo M. tuberculosis pela qPCR IS1081. 

 

 

 

Valor de p para o qui-quadrado < 0,01 

Índice Kappa = 0,581 (associação ou concordância moderada) 

Sensibilidade da qPCR IS1081 = 0,80 [0,69; 0,88] 

Especificidade da qPCR IS1081 = 0,79 [0,71; 0,86] 

 

Tabela 12. Resultados das técnicas de isolamento e identificação de M. bovis (padrão 

ouro) e de detecção do M. bovis pela qPCR RD4.  

 

 

 

Valor de p para o qui-quadrado < 0,01 

Índice Kappa = 0,583 (associação ou concordância moderada) 

Sensibilidade da qPCR RD4 = 0,74 [0,62; 0,83] 

Especificidade da qPCR RD4 = 0,84 [0,76; 0,90] 

 

positivo negativo

positivo 52 13 65

negativo 21 81 102

73 94 167Total

técnicas
qPCR IS1081

Total

isolamento e 

identitificação 

de M. bovis

positivo negativo

positivo 48 17 65

negativo 16 86 102

64 103 167Total

isolamento e 

identitificação 

de M. bovis

técnicas
qPCR RD4

Total
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Tabela 13. Resultados das técnicas de detecção do complexo M. tuberculosis pela 

qPCR IS1081 e de detecção do M. bovis pela qPCR RD4. 

 

 

 

Valor de p para o qui-quadrado < 0,01 

Índice Kappa = 0,89 (associação ou concordância forte) 

 

Tabela 14. Resultados das técnicas de isolamento e identificação de M. bovis e de 

detecção do complexo M. tuberculosis pela qPCR IS1081 interpretadas em paralelo 

(padrão ouro) e de detecção do M. bovis pela qPCR RD4. 

 

 

 

Sensibilidade da qPCR RD4 = 0,74 [0,64; 0,83] 

Especificidade da qPCR RD4 = 1,00 [0,96; 1,00] 

 

 

 

 

 

 

 

 

positivo negativo

positivo 64 9 73

negativo 0 94 94

64 103 167Total

técnicas
qPCR RD4

Total

qPCR IS1081

positivo negativo

positivo 64 22 86

negativo 0 81 81

64 103 167

isolamento e 

identitificação 

de M. bovis  + 

qPCR IS1081 

em paralelo

Total

técnicas
qPCR RD4

Total
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5  DISCUSSÃO 

 

As vantagens da qPCR em relação à bacteriologia clássica (isolamento e 

identificação do agente) para o diagnóstico direto da tuberculose bovina a partir de 

homogeneizados de lesões são evidentes: maior rapidez (1 dia contra 60) e menor 

risco para o operador, pois não há manipulação de culturas puras. O menor tempo 

requerido pela qPCR é de fundamental importância, pois a sua utilização em SV para 

bTb tem o objetivo de detectar e subsequentemente rastrear as propriedades foco da 

doença. Assim, quanto menor o tempo transcorrido entre a condenação da carcaça 

por tuberculose em abatedouro e o resultado laboratorial confirmando a presença de 

M. bovis na lesão, maior a probabilidade de sucesso das operações de rastreamento 

dos focos. 

Em relação à estrutura laboratorial exigida para a realização segura da 

bacteriologia clássica e da qPCR para bTb, existe diferença significativa, visto que a 

bacteriologia clássica exige protocolos de biossegurança do nível 3, com pressão 

negativa do ambiente, uso de equipamentos especiais para a homogeneização, 

centrifugação e manipulação dos isolados (Stomacher específico, centrífuga com 

bandejas de fechamento hermético e capela de segurança biológica nível II), grande 

capacidade de incubação em estufas e uso de EPI completo. Para a realização da 

qPCR, é possível prescindir do ambiente com pressão negativa, das centrífugas e das 

estufas, sendo possível o trabalho seguro em capela de segurança biológica nível II 

conjugado ao uso de EPI completo para as operações de homogeneização da 

amostra e extração do DNA apenas. Evidentemente, há necessidade do equipamento 

de PCR em tempo real.  

A grande vantagem da qPCR em relação à PCR convencional é a eliminação 

da etapa de revelação em eletroforese em gel de ágar. Além disso, Dykema et al. 

(2016) e Taylor et al. (2007) referem que a qPCR oferece maior rapidez, sensibilidade 

e reprodutibilidade do que a PCR convencional.  

Utilizando como padrão ouro o isolamento e identificação de M. bovis, ambas 

qPCR revelaram boa Sensibilidade e Especificidade diagnósticas, corroborando os 

resultados obtidos por Dykema et al. (2016) e USDA (2018), demonstrando que as 

regiões escolhidas são adequadas para detecção do agente (Tabelas 11 e 12).  

O processo de extração do material genético, primeiro passo da padronização 

das reações de qPCR, é fator determinante para a sensibilidade do método e 
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desafiador pois trata-se de extração de DNA diretamente do tecido, com abundante 

presença de inibidores da reação (MICHEL et al., 2010). Assim, optou-se por método 

robusto e prático, mas capaz de realizar a lise de tecidos densos, como granulomas e 

linfonodos, permitindo a recuperação de boa quantidade de material genético. Foram 

testados três protocolos (DNeasy Blood & Tissue, kit Qiagen; PureLink Genomic DNA, 

kit Invitrogen e o método in house Boom), sendo que o primeiro apresentou maior 

capacidade de recuperação de DNA de qualidade (dados não relatados nos 

resultados), corroborando os relatos de Moura et. al. (2016). 

O limite de detecção de M. bovis utilizando a região IS 1081 foi 10-7 (3 cópias) 

e 10-6 para RD4 (6 cópias), resultando em LOD de 42,90 e 39,23 CTs, 

respectivamente. Considerando a sensibilidade analítica, os Cts médios foram 10-4 = 

31,77 para IS1081, e 10-4 = 32,35 para RD4. Ambas qPCR foram desenvolvidas para 

resultados qualitativos, portanto, a quantidade de DNA utilizada nas reações não foi 

precisa. O LOD mais sensível, passível de identificação, são 3 copias por PCR, 

(WITTWER et. al., 2004), considerando intervalo de confiança de 95%, conforme os 

resultados da Tabela 7. 

A região IS1081, embora detecte espécies do complexo M. tuberculosis, é 

amplamente utilizada em ensaios para diagnóstico de tuberculose bovina (TAYLOR 

et. al., 2007, MOURA et.al., 2016). Essa prática se sustenta, pois o M. tuberculosis 

raramente ocasiona doença progressiva em bovinos (ACHA; ZYFRES, 2001) e o M. 

bovis é a espécie mais prevalente do complexo M. tuberculosis a infectar bovinos 

(SELIM, et.al., 2014). 

Os resultados de ambas qPCR mostraram-se fortemente associados aos do 

isolamento e identificação do M. bovis (p < 0,01), com índice de concordância, medido 

pelo indicador Kappa, próximo ao limite superior da classificação de moderada 

(Tabelas 11 e 12). 

Quando comparadas entre si, ambas qPCR exibiram resultados fortemente 

associados (p < 0,01), com índice de concordância forte, medido pelo indicador Kappa 

(Tabela 13). 

Constatamos que a Sensibilidade das qPCR (IS1081 e PCR RD4) em relação 

ao isolamento foram estatisticamente iguais (Tabelas 10 e 11), embora os valores 

pontuais tenham sido melhores para a qPCR IS1081. Taylor et. al. (2007) e Dykema 

et al. (2016) verificaram valores de Sensibilidade superiores para a qPCR IS1081, 

justificando o resultado como decorrente da natureza multicópias do gene IS1081 no 
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genoma do M. bovis. Taylor et. al. (2007) relataram sensibilidade de 91% (78/86 

casos) para a qPCR IS1081, superior a encontrada no presente estudo, apenas após 

melhorar o protocolo de extração de DNA, evidenciando que essa é uma etapa 

fundamental no resultado da qPCR. Além do que, consideramos como positivas 

apenas amostras clinicas com duplicatas perfeitas (que não diferissem 0,5 Ct entre si, 

levando em conta a diferença na pipetagem), fator que pode ter contribuído para o 

valor de sensibilidade obtido.  

Os resultados positivos para as qPCR e negativas ao isolamento (Tabelas 11 

e 12) sugerem que as qPCR são mais eficientes na detecção de infecção por M. bovis 

do que a bacteriologia clássica. Isso é consequência da alta sensibilidade analítica 

das qPCR, capaz de detectar pequenas quantidades de DNA de M. bovis, mesmo que 

as bactérias estejam inativas em função da inadequação do armazenamento e 

transporte das amostras. Naturalmente, para a bacteriologia clássica, o agente tem 

que estar viável para crescer em meio de cultura. Araujo et al. (2005) corroboram 

estas afirmativas. 

Comparadas à bacteriologia clássica, as qPCR apresentaram valores 

estatisticamente iguais de Especificidade, embora o valor pontual para a qPCR RD4 

tenha sido superior (Tabelas 11 e 12). Sales et. al. (2014), relataram Sensibilidade de 

100% (IC = 98,02-100%) para a qPCR RD4, superior a encontrada no presente 

estudo, entretanto, a análise foi realizada diretamente com isolados bacterianos.  

Considerando que o objetivo do presente estudo foi desenvolver metodologia 

de qPCR específica para M. bovis, fizemos uma estimativa da Sensibilidade e 

Especificidade da qPCR RD4, adotando como padrão ouro os resultados em paralelo 

dos outros métodos, obtendo valores bastante satisfatórios para Sensibilidade e de 1 

para Especificidade (Tabela 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

6  CONCLUSÃO 

 

Em conclusão, os resultados obtidos para as duas qPCR foram equivalentes e 

a qPCR RD4 tem potencial para substituir a bacteriologia clássica, com vantagens 

operacionais, nas ações de detecção de focos de bTb no âmbito do SV para a doença. 
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