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A peripneumonia contagiosa dos bovinos (PPCB), é uma doença infectocontagiosa que cursa de forma aguda, subaguda ou crónica causada por Mycoplasma mycoides 

mycoides (Mmm). Doença endémica e reemergente de maior importância na produção pecuária do oeste, centro e este da África. Em Angola, é reconhecida como a 

doença de maior impacto sanitário, económico e social e, as províncias mais afectadas são Huíla, Namibe, Cunene, Cuando Cubango e Benguela. O diagnóstico 

rotineiramente se realiza desde o ponto de vista clínico e não se tem a confirmação do agente circulante. O presente trabalho tem como objectivo colocar ao ponto um 

ensaio de reacção em cadeia de polimerase (PCR) para a detecção de Mycopalma mycoides mycoides, a partir de exsudados de pulmão com lesões compatíveis com a 

PPCB. 
 

 

 

 

 
 

Ajustado às nossas 
condições e amostras 

clínicas 
• Foram

 

 
Tratamento da 
amostra clínica 

• PCR para la detecção 
de M. mycoides 
mycoides foi realizada 
de acordó com os 
procedimentos 
operacionais 
normativos do Instituto 
Zooprofilactico 
Sperimental (IZS), de 
Teramo, Italia 

Centro de Referência 
da OMSA para o 

diagnóstico da PPCB 

• Os estudos de robustez 
do ensaio, para os quais 
foram avaliadas 
diferentes variáveis, 
como a comparação 
entre métodos de 
extração de ADN, 
condições de mistura, 
programa de 
amplificação e 
porcentagem do gel de 
agarose 

 

 

 

 

Resultados: 

seleccionados 35 
anumais por 
municipio. As 
localidades 

escolhidas foram 
Namibe, 

Camucuio e 
Bibala, todas 

pertencentes à 
proevsintucdiaioddoe la 

Nsaemnsibibeilidad 
diagnóstica 

• A amostragem foi realizada 
no matadouro principal 
desta provincia. A extração 
de ADN foi realizada 
combinando centrifugação 
e choque térmico. Uma vez 
concluído os estudos de 
robustez do PCR, primers 
especifícos para 
Mycoplasma spp y 
M.mycoides mycoides foram 
usados. 

 

PCR para a deteção de 

Mycoplasma spp a partir 

de amostras clínicas 

PCR para a deteção de 

M. mycoides mycoides a 

partir de amostras 

clínicas 
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Figura 1. Electroforese em gel de agarose 
a 1% com programa do CENSA e método 

de extração utilizando o Kit Wirzard. Linha 
1. Marcador PM 100pb. Linha 2. ADN de 
M. arginini puro, Linha 3.  ADN de 

M.arginini diluição 1:10, Linha 4. ADN de 
M. arginini diluição 1:100, Linha 5. ADN de 

M. arginini diluição1:1000 controlo PBS, 

Linha 6 livre. Linha 7. ADN de MmSc 

diluição 1:10, Linha 8. ADN de MmSc 

dilución 1:100, Línha 9. ADN de MmSc 
diluição1:1000, Linha10. ADN de MmLc 

puro, Linha 11. ADN MmLc diluição 1:10, 

Linha 12. ADN MmLc diluição 1:100, Linha 
13. ADN MmLc diluição 1:1000, Linha 14. 
controlo negativo, Linha 5 e 16. controlo 
positivo de M. spp 

 

 
Figura 2. Electroforese em gel de agarose a 2% com o 
programa do IZS e método de extração de ADN 

desenvuelto pelo CENSA . Linha 1. Marcador PM 100pb. 

Linha 2. ADN de M. arginini puro, Linha 3. ADN de M. 

arginini diluição 1:10, Linha 4. ADN de M. arginini diluição 

1:100, Linha 5. ADN de M. arginini diluição 1:1000 controlo 
PBS, Linha 6 ADN de MmSc puro. Linha 7. ADN de MmSc 

diluição 1:10, Linha 8. ADN de MmSc diluição 1:100, Linha 

9. ADN de MmSc diluição 1:1000, Linha 10. ADN de MmLc 
puro, Linha 11. ADN MmLc diluição 1:10, Linha 12. ADN 
MmLc diluição 1:100, Linha 13. ADN MmLc diluição 1:1000, 
Linha 14. ADN de Mycoplasmas spp puro, Linha 15. ADN 
M. spp diluição 1:10, Linha 16. ADN M. spp diluição 1:100, 

Linha 17. ADN M. spp diluição 1:1000, Linha 18 e 19. ADN 
Controlo positivo, Linha 20. controlo negativo 

 

 
 

Figura 3. Electroforese em gel de agarose a 1%, método 

de extração do CENSA e programa do IZS. Linha 1. 

Marcador PM 100 pb. Linha 2. ADN de M. arginini puro, 

Linha 3. ADN de M. arginini diluição 1:10, Linha 4. ADN 

de M. arginini diluição 1:100, Linha 5. ADN de M. arginini 

diluição 1:1000, Linha 6. controlo de água. Linha 7. ADN 

de M. spp puro; Linha 8. ADN de M. spp diluição 1:10; 

Linha 9. ADN de M. spp diluição 1:100; Linha 10. MrmSC 

puro, Linha 11. ADN de MmSC diluição 1:10 , Linha 12. 

ADN de MmSC diluição 1:100, Linha 13. ADN de MmSC 

diluição 1:1000, Linha 14. controlo PBS, Linha 15. ADN de 

MmLC puro; Linha 16. ADN de MmLC diluição 1:10 

280pb 

 

 

 

 

Figura 6 Electroforese em gel de agarose a 1%, com 

seleção de amostras clínicas positivas a micoplasmas.. 

Linha 1. Marcador PM 100 pb. Linha 2. a 8 ADN de 

micopllasmas presentes em amostras clínicas, Linha 9. 

controlo de extração, Linha 10 . controlo negativo 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Electroforese em gel de agarose a 1%, com 

seleção de amostras clínicas positivas a M. mycoides 1: 

Marcador de peso molecular 2000 pb (Promega); linha 

2-6 ADN de amostras clínicas; linha 8-11 ADN de muestras 

clínicas ; linha 12: controlo positivo DNA M.mycoides 

(MmSC); linha 13: controlo negativo 

 

 

Réplicas (8) de limite de de detecção 
(M. mycoides 10-5 , M. mycoides 10-6 y M. mycoidesi 10-7 ) 

 

 

280pb 

280pb 

 

 

Figura 4. Electroforese em gel de agarose a 1% Mistura 

congelada sem enzima (um mês). Linha 1. Marcador PM 

100pb. Linha 2 - 9 ADN de M. mycoides , Linha 10 - 12. ADN 

de M. spp, Linha 13. controlo negativo 

 

 
 

Figura 5. Electroforese em gel de agarose a 1% Linha 1. 

Marcador PM 100pb, Linha 2. ADN de M. mycoides, Grupo A: 

ADN de M. mycoides diluição 10-5 , grupo B: ADN de 

M.mycoides diluição 10-6, Grupo C: ADN de M. mycoides 10-7 , 

Linha 3. ADN de M. spp., Linha 4 – 5 control negativo. 

 

 
 

 
Os estudos de robustez foram realizados como parte do desempenho analítico para a detecção de M. Mycoides em 

amostras clínicas, com resultados satisfatórios. 
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Em 31.42 %, do total de amostras trabalhadas, foi detectada a amplificação de uma banda de 574 pares de base (bp) 

correspondente ao RNAr 16S de M. mycoides. 

 

A circulação desta espécie foi confirmada pela primeira vez, corroborando os estudos serológicos anteriormente 

realizados nesta localidade. 

 

 

Estes estudos constituem contributos para o conhecimento sobre a PPCB, confirmando a correlação do M. mycoides 

na região, aspecto a ter em conta em futuros trabalhos de epidemiologia molecular desta entidade em Angola e no 

desenvolvimento de novas vacinas que suportem o controlo e erradicação da PPCB. 
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Condições da Mistura 

Materiais e métodos: 

Repetibilidade e Reprodutibilidade 
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