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Resumo 

Com o objetivo de estudar o envolvimento de microrganismos em bursites cervicais de bovinos, foram colhidas 63 amostras 
de lesões cervicais macroscópicas de bovinos abatidos em frigoríficos sob inspeção federal no Estado de Goiás, no período 
de março a outubro de 1998. As amostras foram submetidas à análise bacteriológica e à técnica da reação em cadeia da 
polimerase para a i.dentificação gênero-específica de Bruce/la spp. Dos mesmos animais foram colhidas amostras de 
sangue para o exame sorológico para a brucelose bovina pelas técnicas de soroaglutinação rápida em placa e ELISA indireto. 
Os principais gêneros bacterianos isolados através da análise bacteriana convencional foram: Staphylococcus spp. (27/63), 
Streptococcus spp. (19/63), Pseudomonas spp. (10/63), Enterobacter spp. (09/63), Aotinomyces spp. (08/63). Os testes 
sorológicos revelaram 49.20% (31/63) de soros positivos para brucelose pela técnica de soroaglutinação rápida em placa e 7 4.60% (47/63) quando utilizou-se o teste de ELISA indireto. Em 18,33% (11/60) das amostras de lesões cervicais foi possível 
detectar a presença de Brucella spp. pela reação em cadeia da polimerase. 

Paiavras-chave: bursite cervical; bovino; bacÚ3riÓiogia; reação em cadeia da polimerase, ELISA, soroaglutinação rápida. 

Abstract 

This.$_tudy was condué:ted with the objective of studying the involvement of microorganisms in cervical bursitis of cattle slaughtered 
under.federal inspection in the State of Goiás, from March to October of 1998. For this purpose it was collected samples directly 
from cervical.macroscopic lesions from 63 bovines during slaughtering. The samples were submitted to bacteriological 
analysis and· alsó to amplification by polymerase chain reaction (PCR) for genus-specific detection of Brucella spp. Blood 
samples from the same· animais Were drawn and used for serological examinations for brucellosis by the buffered plate 
agglutination test (BPAT) and by ELISA test. The most frequent genus of bacteria isolated were as follows: Staphy/ococcus spp 

· ., (27/63), Streptocoecus spp (19/63), Pseudomonas spp (1 0/63), Enterobacter spp (09/63), Actinomyces spp {08/63). The serological 
. tests detected49.20% (31/63) of serum samples positive for brucelosis by BPAT and 74.60% (47/63) when indirect ELISA test 
was applied. The PCR react1on for Bruce/la spp was positive in 18.33% (11/60) of samples collected from the cervicallesions. 

· Keywords: cervical bursitis, cattle, bovine, bacteriology, polymerase chain reaction, ELISA, buffered plate agglutination 1est. 

Introdução 

Define-se bursite como o processo inflamatório das bolsas 
sinoviais, sendo reservada a· designação de higroma para os 

· casos de bursite carpa! (Jubb et ai., 1993). 

Nieberle e Cohrs (1970) consideram a bursite aguda uma 
condição exsudativa que pode ser serosa, serofibrinosa, 
fibrinosa ou purulenta. Os autores consideram também que 

o processo geralmente tem origem traumática ou alérgica, 
quando serosa, e que as formas fibrinosa: e puruler:Jta resul­
tam de infecções pós-perfurações, infecções de estruturas 
próximas ou de metástase de doenças infecciosas, entre as 
quais a: infecção por Brucel/a spp. 
Para Jubb et ai. (1993) nas formas granulomatosas de 
bursites a lesão primária é causada por trauma local ou por 
uma inflamação iniciada por Onchocerca cervica/lis, enquan-
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to a progressão da reação para um processo supurativo ocor­re, aparentemente, devido à presença de 8. abortus ou Actinomyces bovís, podendo ainda estar envolvidas outras bactérias como o Streptococcus, Escherichía colí, Actinomyces pyogenes e Salmonella. Além. destas, Cohen et ai. ( 1991) reportam o isolamento de Proteus, Lactobacillus, Pasteurella, Pseudomonas e Staphyfococcus destes processos inflama­tórios. 

A Brucella abortus tem sido constantemente incriminada como um dos principais agentes etiológicos das bursites, desde o seu primeiro isolaménto do líquido de higroma de uma vaca feito por Boyd et ai. ( 1930). Delez ( 1934) relatou um caso de isolamento de 8. abortus do fluido da articulação coxo-ternura! de uma vaca que havia abortado várias vezes. Lesões típicas de B. abortus foram observadas em cobaias inoculadas com o fluido da lesão. 
Hamphreys e Moore (1941) e Gilyard e Gilyard (1943} associ­aram a ocorrência de bursites em vacas com infecções por 8. abortus pelo fato de apresentarem reações sorológicas positivas tanto a partir do soro como do conteúdo das lesões. O mesmo foi observado em vacas com bursite cervical, no Brasil, por Pardi et al. (1956), Langenegger et ai. (1961 ), Langenegger e Bezerra ( 1963/1965) e Ogassawara et ai. (1969). Corrêa (1975) considera que além do úbere da vaca, em ambos os sexos, as brucelas podem se localizar nas articulações, bainhas tendinosas e bolsas mucosas causan­do lesões inflamatório-necróticas. 

No entanto, Almeida et ai. (1994) relata que estudos realiza­dos na Noruega mostraram que a presença de 8. abortus em bursites relacionava-se provavelmente à causa secun­dária, uma vez que após a erradicação da brucelose no país, não houve diminuição na incidência de casos .que, para o autor, reforça a idéia de que apesar da 8rucella spp. ser freqüentemE)nte isolada de bursites, não se comprova ser ela o agente primário. 
O isolamento e a identificação de brucelas pelo método tradi­cional de cultivo tem revelado baixa sensibilidade, além de ser um método que requer muito tempo para a conclusão do resultado. Os métodos de diagnó-stico indiretos mais comumente utilizados, como a soroaglutinação rápida e len­ta e o ELISA, oferecem como vantagens a elevada sensibili­dade e a rapidez de execução, no entanto, apresentam me­nor especificidade (Acypreste, 1999). 

A utilização da técnica da reação em cadeia da polimerase (PCR), como método de diagnóstico direto, vem aumentan­do à medida que se dispõe do conhecimento das seqüênci­as dos genes dos microrganismos. Por este método identifi­cam-se todas as espécies do gênero Brucel/a com uma sen­sibilidade que permite a detecção a partir de aproximada­mente 20 UFC - Unidades Formadoras de Colônias (Hirigoyen et ai., 1992; White, 1993; Romero et ai., 1995). 
Leai-Kievezas et ai. (1995) utilizaram a técnica do PCR para detectar a presença de Brucella spp. no sangue e leite de caprinos infectados natural e artificialmente, demonstrando que a técnica pode ser considerada altamente específica e sensível, apresentando resultados superiores ao isolamen­to em cultura. 

O presente trabalho teve como objetivo estudar a etiologia das bursites cervicais dos bovinos abatidos em estabeleci-
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mentos sob inspeção federal no estado de Goiás, assim como avaliar a técnica do PCR na identificação direta de 8rucel/a spp. de lesões de bursite, comparando sua sensibilidade com testes sorológicos: soroaglutinação rápida em placa e ELISA indireto. 

Material e métodos 
Foram estudadas 63 amostras de bursite cervical de bovi­nos, no período compreendido entre março e outubro de 1998. As amostras foram colhidas em estabelecimentos de abate de bovinos localizados no estado de Goiás e registrados no Serviço de Inspeção Federal do Ministério da Agricultura e do Abastecimento (SIF/MAA). 
As amostras foram colhidas com auxílio de faca e ganchos esterilizados em água a 85°C, realizando-se incisões nos tecidos e ligamentos adjacentes às bolsas que apresenta­vam alterações patológicas, tomando-se o cuidado para evi­tar perfurações e, conseqüentemente, contaminações. Uma vez colhidas, eram acondicionadas em sacos plásticos iner­tes, identificadas e enviadas ao laboratório do Centro de Pes" quisa em Alimentos da Escola de Veterinária da UFG, sob resfriamento em caixa isotérmica. De cada carcaça com · bursite cervical, colheu-se também o sangue em tubo de en­saio para a obtenção do soro para as provas sorológicas. 

Imediatamente após a chegada ao laboratório, procedia-se a colheita de material para análise microbiológica, em câmara de fluxo laminar contínuo, fazendo-se punção do líquido da bolsa com seringa de 20 ml e agulha calibre 12x40 e raspa­gem da parte interna da parede com bisturi nº 4 de lâmina descartável. Todo o material utilizado era previamente esteri­lizado. 

Adotando-se protocolo para análise bacteriológica convenci­onal (Baron et ai., 1994), as amostras eram então semeadas por esgotamento em superfície, em três placas de Petri dis­tintas contendo ágar sangue 1 com 7% de sangue desfibrinado de carneirq, ágar McConkey2 e ágar Brucella. 3 Após semea­dura, as placas contendo ágar sangue e ágar McConkey eram incubadas a 37"C por 24-48 horas, enquanto a placà conten­do ágar Brucella, por sete dias à mesma temperatura, em jarra de Gaspak e em condições de microaerofilia. 
Alçadas do raspado da parede interna da bolsa e gotas do , líquido, foram semeadas em tubos contendo caldo selenito4 
e caldo cérebro coração5 (BHI} e incubados a 3JCC por 24 horas. 

Durante a incubação, as placas eram observadas diariamen­te para se verificar o tipo de crescimento microbiano, bem como o aspecto, tamanho, coloração e formato das colônias. Das placas que apresentaram crescimento bacteriano, fo­ram pescadas, com auxílio de alça níquel-cromo, cada unida­de formadora de colônia distinta e realizadas as provas de hidróxido de potássio (KOH) a 3%, visualização em microscó-

' MERCK - artigo n. 10886 
2 MERCK - artigo n. 5465 
3 MERCK - artigo n. 10490 
4 MERCK- artigo n. 107717 
5 OXOIO - artigo n. CM 225 
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pio de contraste de fase para verificaÇão'dà morfologia e 
motilidade, coloração pelo método de Gram, testes de 
catalase e oxidase. As amostras que não apresentaram cres­
cimento microbiano nos ágares foram submetidas a novo 
plaqueamento a partir dos cultivos em caldo selenito e BHI, 
em placas de Petri contendo ágar sangue e ágar McConkey. 
Após esses procedimentos, as unidades formadoras de co­
lônias que apresentaram características de cocos Gram-po­
sitivos e catalase positiva, foram submetidas ao teste da 
coagulase. Aquelas que apresentaram a morfologia de co­
cos e eram Gram-positivas e oxidase negativa, foram subme­
tidas à observação das características das colônias e às pro­
vas de fermentação/oxidação da glicose. 
As bactérias Gram-negativas e/ou positivas à prova de 
hidróxido de potássio a 3% foram submetidas aos testes de: 
produção de indo!, vermelho de metila (VM), Voges Proskauer 
(VP), utilização do citrato de Simmons, produção de urease, 
de fenilalanina desaminase, prova de motilidade, fermenta­
ção do manitol, fermentação/oxidação da glicose, utilização 
do malonato e descarboxilação dos aminoácidos arginina, 
ornitina e lisina. Para a identificação das bactérias Gram-ne­
gativas, compararam-se os resultados das provas bioquími­
cas com aqueles contidos nas tabelas de classificação con­
forme Holt et ai. (1994). 

Após a colheita de material para análise microbiológica, duas 
porções de tecidos das bolsas cervicais, uma com e outra 
sem parte do ligamento nuca!; eram colhidas em placas de 
Petri e semeadas em ágar Lowenstein-~ensen para cultivo e 
isolamento de micobactérias, conforQ1e protocolo do Centro 
Panamericano de Zoonoses (1988). Porções destas amos­
tras foram ainda utilizadas na extração de DNA genômico para 
a pesquisa de Brucella spp. através do PCR. As extrações de 
DNA foram realizadas utilizando-se kit comercial6 apropriado 
e submetidas ao tratamento com 3!-ll de RNAse A a 20mg/ml 
(Amersham Pharmacia Biotech) para a inativação de enzimas. 
A técnica do PCR foi realizada utilizando-se os primers F4 e 
R2 e o protocolo como descritos previamente por Homero et 
ai. (1995), com pequenas modificações quanto ao preparo 
da mistura de reação, como segue: 38,75!-ll água ultrapura 
(água mili-Q), 5,0!-ll de tampão para PCR 10x com cloreto de 
magnésio (Amersham Pharmacia Biotech), 1 ,0!-ll (1 OmM) de 
cada desoxinucleotídeo trifosfato (dNTP- Life Technologies), 
0,5J.1L (80ng) de cada primer (F4 e R2) e 0;25J.1L de Taq DNA 
polimerase 5UI!-ll (Amersham Pharmacia Biotech), 1 ,O Jll de 
DNA genômico, perfazendo um volume total de 50!-ll. 

Como controle positivo, foram .utilizadas amostras de DNA 
genômico extraídas de culturas puras de Bruce/la abortus 
provenientes da coleção de culturas do Instituto Adolpho Lutz 
de São Paulo. A amplificação por PCR foi executada em 
termociclador 7 com ciclos programados de acordo com 
Romero et ai. (1995) e a leitura feita após a eletroforese dos 
produtos obtidos pelo PCR, em gel de Agarose a 1%, os quais 
eram corados com brometo de etídio 25mg/!-1L (Life 
Technologies} e visualizados através de transiluminador' sob 
luz ultravioleta. 

6 ®Genomic Prep Cells and Tissue DNA lsolation Kit • Amersham 
Pharmacia Biotech 

7 Termociclador PTC · 100TM Programmable Thermal Controller- MJ 
Research, Inc. 

8 Transiluminador modelo MacroVue UV-25 230V - Pharmacia Biotech 
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Às 63 amostras de soros foram submetidas ao teste de 
soroaglutinação rápida em placa (prova de Huddleson} e ao 
ELISA indireto. Para a prova de Huddleson trabalhou-se com 
as diluições do soro 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200, utilizando-se 
antígeno de B. abortus9e os resultados interpretados confor­
me Portaria no 23/76 de janeiro de 1976 (Ministério da Agricul­
tura, 1991 ). O teste de ELISA foi realizado empregando-se kit 
comerciaf1° e os resultados obtidos, de acordo a variação 
dos valores de absorção das reações entre 0,000 a 0,900, 
0,901 a 1,100 e acima de 1,101, foram interpretados como 
negativo, suspeito e positivo, respectivamente, de acordo com 
protocolo do fabricante. 

Para comparação dos testes sorológicos EUSA e 
soroaglutinação rápida em placa utilizou-se o teste de c2 (Qui­
quadrado) em tabela de contingência, fixando-se em 5% o 
nível de rejeição das hipóteses de nulidade (Spiegel, 1993). 

Resultados e discussão 

A análise microbiológica das 63 amostras permitiu identificar 
15 gêneros de microrganismos, diferentes, assim distribuí­
dos: Staphylococcus spp., presentes em 27 (42,85%) amos­
tras sendo que 9 tratava-se de Staphylococcus coagulase 
positiva, 19 (30, 15%) Streptococcus spp., 10 (15,87%) 
Pseudomonasspp., 9 (14,28%) Enterobacterspp., 8 (12,64%) 
Actinomyces spp., 7 (11,11%) Pasteurella spp., 4 (6,36%) 
Bacillus spp., 2 (3, 17%) Acinetobacterspp., 2 (3, 17%) Proteus 
spp., 2 (3,17%) Citrobacterspp., 1 (1,58%) ProvidênCia spp., 
1 (1,58%) Micrococcus spp., 1 (1,58%) Aeromonas spp., 1 
(1 ,58%) Plesiomonas spp. e 1 (1 ,58%) Serratia spp. Em uma 
das amostras analisadas nenhum microrganismo foi isola­
do (Tabela 1 ). 

Tabela 1: Freqüência de gêneros bacterianos isolados de 
bursite cervical de bovinos abatidos em frigoríficos com Ins­
peção Federal no estado de Goiás, no período de março a 
outubro/98. 

Microrgarúsmo 
Isolado 

Staphylococcus spp. 
Streptococcus spp. 
PseuáomoiUls spp. 
Enterobacter spp. 
Actinomyces spp. 
Pasteurella spp. 
Bacillus spp. 
Acinetobacter spp. 
Proteus spp. 
Citrobacter spp. 
Providencia spp. 
Micrócoccus spp. 
Aeromonas spp. 
PlesiomoiUls spp. 
Serraria spp. 

No de Casos/63 
Amostras Examinadas 

27 
19 
10 
09 
08 
07 
04 
02 
02 
02 
01 
01 
OI 
01 
01 

Freqüência % 

42,85 
30,15 
I5,1P 

.14,28 
12,69 
11,11 
6,34 
3,17 
3,17 
3,17 
1,58 
1,58 
1,58 
1,58 
1,58 

9 Antígeno B. abortus - TECPAR - Instituto de Tecnologia do Paraná. 
Partida n. 006/98 

1° Kit ELISA para brucelose bovina - BRASTEX LABORATORIES®. 
Campo Grande/MS. 
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Estes resultados concordam com as citações de Cohen et 
ai. (1991) e Jubb et ai. (1993} em relação à maioria dos mi­
crorganismos isolados. Porém, há discordância quanto ao 
isolamento de Brucella spp através da técnica bacteriológica 
convencional, pois, o protocolo utilizado não proporcionou 
nenhum isolamento. No entanto, os resultados obtidos atra­
vés da técnica do PCR, identificando a presença de DNA de 
Brucella spp em 11 amostras, corroboram com os relatos de 
Langenegger e Szechy (1961), Ogassawara et ai. (1969), 
Langenegger e Bezerra (1963/1965) e Langenegger et ai. 
(1975), que fazem referências a associação de casos de 
bursite com a brucelose. 

A identificação de Brucella spp. pelo emprego da técnica do 
PCR revelou a presença do ácido nucléico do patógeno em 
11 amostras. Este resultado não pôde ser melhor discutido 
por não haver na literatura levantada, citações de trabalhos 
semelhantes. No entanto, permitiu demonstrar que, nas con­
dições em que foi realizado este trabalho, o PCR demons­
trou ser uma técnica mais sensível e mais rápida do que a 
bacteriologia convencional na identificação de Bruce/la spp. 
em amostras de tecido de bursite cervical de bovinos. Resul­
tados semelhantes foram reportados por Leai-Kievezas et ai. 
(1995) quando compararam o PCR à bacteriologia convenci­
onal na identificação de Brucella spp a partir de· amostras de 
sangue e leite de caprinos infectados. 
Em nenhuma das 60 amostras semeadas no ágar 
Lowenstein Jensen houve crescimento de Mycobacterium 
spp. A literatura levantada também não faz referência à pre­
sença deste gênero bacteríano em lésões de bursite cervical 
de bovinos. 

Os resultados dos testes sorológicos realizados nas 63 
amostras de soro de bovinos com bursite cervical mostra­
ram que através da técnica da soroaglutinação rápida em 
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placa para brucelose, foi possível obter 31 amostras (49,20%) 
positivas, 22 (34,92%) negativas e 10 (15,87%) suspeitas. Ao 
teste de ELISA indireto para brucelose 47 amostras (74,60%) 
foram positivas, 11 (17,46%) negativas e 5 (7,93%} suspei­
tas. Estes resultados podem ser observados na Tabela 2. 

Tabela 2: Resultados da soroaglutinação rápida em placa e 
ELISA indireto para brucelose em 63 amostras de soro de 
bovinos, com bursite cervical abatidos em estabelecimentos 
sob Inspeção Federal no estado de Goiás, no período de 
março a outubro/98. 

Teste Sorológico Positivos Suspeitos% Negativos% Total% 

Soroaglutinação 
rápida em placa 31 (49,20%) 10 (15,87%) 22 (34,92%) 63 (100%) 
ELISA indireto 47 (74,60%) 5 (7,93%) li (17,46%) 63 (100%) 

Os dados constantes da Tabela 2 revelam que o número de 
amostras negativas detectadas pela técnica da 
soroaglutinação rápida em placa representou o dobro das 
amostras negativas detectadas pela técnica de ELISA indire­
to e que o número de amostras positivas obtidas pela 
soroaglutinação rápida em placa foi bem menor do que pela 
ELISA indireto. Esses achados confirmam aqueles encon­
trados por Acypreste (1999), que comparando os resultados 
de 870 testes sorológicos pelas técnicas da soroaglutinação 
rápida em placa e ELISA indireto chegou à conclusão de que 
a técnica de ELISA indireto possui uma maior sensibilidade. 
Porém torna-se imperativo lembrar que nenhuma das técni­
cas sorológicas permite distinguir a origem do processo que 
estimulou a formação de anticorpos. Além disso, a formação 
das bursites cervicais provavelmente não foi decorrente da 
infecção brucélica. 
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