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RESUMO 

 
A brucelose é uma enfermidade infectocontagiosa de caráter crônico, causada por 
bactérias do gênero Brucella, que acomete o homem e diferentes espécies 
animais. Apesar da implementação de programas que visam o controle e a 
erradicação da enfermidade, apresenta-se endêmica em muitos países, 
principalmente aqueles em desenvolvimento, resultando em prejuízos econômicos 
significativos aos sistemas de produção e sérias implicações em saúde animal e 
pública, visto seu caráter zoonótico.  A doença pode ser transmitida pelo contato 
direto ou indireto com animais infectados e anexos fetais e, ainda, veiculada ao 
homem pela ingestão de produtos de origem animal contaminados, principalmente 
leite e seus derivados que não passaram por processamento térmico. Pode ser 
veiculada também por meio de carnes cruas e pela própria manipulação de 
carcaças e vísceras durante o abate sanitário. O Programa Nacional de Controle e 
Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) instituído no país em 2001 
determina como uma das medidas sanitárias, o diagnóstico dos animais, a fim de 
estabelecer a ocorrência, distribuição e caracterização do agente. Neste contexto, 
visando um diagnóstico rápido, seguro e preciso desta enfermidade em bovinos, 
objetivou-se detectar o DNA de Brucella spp por meio da técnica de PCR em 
Tempo Real em lesões sugestivas identificadas durante a inspeção sanitária de 
rotina em matadouros-frigoríficos sob Inspeção Federal no estado de Goiás. Tais 
lesões abrangeram a bursite cervical, lesões testiculares, pulmonares, hepáticas e 
de linfonodos mandibular, retrofaríngeo, esofageano, intercostal, apical, 
mediastínico, traqueobrônquico, inguinal, isquiático, poplíteo e mesentérico. Para 
tanto, no procedimento de colheita de amostras, foram utilizados cartões de 
celulose destinados ao armazenamento de material biológico (cartão FTA® Elute), 
por impregnação do material na matriz fibrosa do cartão. As análises laboratoriais 
foram efetuadas em 47 amostras provenientes de fluidos e tecido animal, colhidas 
em carcaças e vísceras de 40 bovinos com suspeita de brucelose e desenvolvidas 
no Laboratório de Biologia Molecular do Centro de Pesquisa em Alimentos da 
Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de Goiás 
(LBM/CPA/EVZ/UFG). Detectou-se o DNA de Brucella spp em 42,5% dos bovinos 
que apresentaram lesões sugestivas e em 38,3% das amostras totais. Verificou-
se que o emprego da técnica de PCR em Tempo Real associada ao método FTA® 
Elute, é uma ferramenta de diagnóstico importante no processo de julgamento e 
destino de carcaças e vísceras dos animais de abate, tendo em vista que confere 
agilidade e eficiência no diagnóstico das enfermidades, auxiliando o Serviço de 
Inspeção Federal no cumprimento de sua missão, ou seja, de colocar à 
disposição do consumidor, alimentos seguros.    
 
Palavras-chave: brucelose, cartão FTA® Elute, julgamento de carcaças e vísceras. 
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ABSTRACT 

 
 
Brucellosis is a chronic infectious disease caused by bacterium of the genus 
Brucella, which affects humans and different species of animals. Despite the 
implementation of programs aimed at the disease controlling and eradicating, 
brucelosis is endemic in many countries, especially in developing ones, resulting in 
significant economic losses and serious implications for animal and public health, 
due to its zoonotic character. The disease can be transmitted by direct or indirect 
contact with infected animals, fetal membranes, and also transmitted to humans by 
contaminated animal products, especially milk and dairy products that have not 
undergone thermal processing, by raw meat and the handling of carcasses and 
visceras at the slaughterhouse. The National Programme for Control and 
Eradication of Brucellosis (PNCEBT), established in the country in 2001, 
determines the diagnosis of animals in order to establish both the distribution and 
characterization of the agent. In this context and seeking for a rapid, safe and 
precise diagnosis of this disease in cattle, we aimed to detect Brucella spp by real 
time PCR in suspect lesions detected during routine inspection in slaughterhouses 
under Federal Inspection in the state of Goias, Brazil. Such lesions were related to 
cervical bursitis, testicular, lung and liver lesions and also in mandibular, 
retropharyngeal, esophageal, intercostal, apical, mediastinal, tracheobronchial, 
inguinal, ischiatic, popliteal and mesenteric lymphnodes. In the sampling 
procedure, cellulose cards were used for storage of biological material (card FTA ® 
Elute) by impregnating the material in the fibrous matrix of the card. Laboratory 
analyses were performed on 47 samples from animal tissue and fluids, collected 
from carcasses and visceras at 40 bovines suspected of brucellosis. Samples 
were processed at the Laboratório de Biologia Molecular from the Centro de 
Pesquisa em Alimentos, Escola de Veterinária e Zootecnia from Universidade 
Federal de Goiás (LBM / CPA / EVZ / UFG). Brucella spp was detected in 42.5% 
of the bovines with suspect lesions and in 38.3% of samples. It was verified that 
the use of real-time PCR associated with the FTA® Elute method is an important 
diagnostic tool in the process of trial and disposition of carcasses and visceras of 
slaughtered animals and it gives flexibility and efficiency for the diagnosis of 
diseases, helping the Federal Inspection Service in fulfilling its mission of providing 
safe food to consumers. 
 
Keywords: brucellosis, FTA ® Elute card, trial of carcasses and visceras. 
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1  INTRODUÇÃO 
 

A bovinocultura brasileira apresenta-se como um dos grandes esteios da 

economia de nosso país. Possui um rebanho de 205.292 milhões de cabeças e 

revela avanços nos índices de produção, com destaque para a produtividade e 

para a exportação de seus produtos (IBGE, 2010).  

 Em termos de comercialização, o Brasil atende as expectativas de 

demanda e sanidade, e ocupa posição estratégica entre os grandes fornecedores 

mundiais. No ano de 2010, as exportações brasileiras de carne bovina in natura e 

industrializadas somaram 2 milhões de toneladas que foram comercializadas para 

mais de 180 países nos cinco continentes (NASSAR, 2010). 

No entanto, ao mesmo tempo em que o Brasil busca aumentar ainda mais 

seus índices de produtividade, sente a necessidade de melhorar a qualidade de 

seus produtos, principalmente a sanitária. A rastreabilidade e os programas 

voltados para a sanidade animal, envolvendo o controle e erradicação de doenças 

através de vacinações, tratamentos e profilaxia, são requisitos fundamentais para 

que o país possa manter-se como exportador e, principalmente, expandir a 

competitividade no mercado. 

A brucelose é uma enfermidade infectocontagiosa, causada por bactérias 

do gênero Brucella. Apresenta-se na forma endêmica em muitos países, 

resultando em prejuízos econômicos significativos aos sistemas de produção e 

sérias implicações em saúde animal e pública, visto seu caráter zoonótico. 

 A ocorrência de brucelose bovina em um país ou região pode resultar em 

perdas econômicas significativas como a imposição de barreiras sanitárias e 

tarifárias ao comércio internacional de produtos de origem animal. Provoca perdas 

no rendimento industrial com a condenação do leite e da carne oriundos de 

animais infectados, gastos significativos devidos aos altos custos para a 

implementação dos programas de controle e erradicação da doença, além de 

prejuízos envolvendo a produção animal, devido ao elevado número de abortos, 

nascimento de bezerros fracos, baixa fertilidade nas propriedades rurais e 

principalmente o declínio na produção de leite e carne. 
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 A brucelose pode ser veiculada ao homem pela ingestão de produtos de 

origem animal contaminados, principalmente leite e derivados que não passaram 

por processamento térmico e transmitida pelo contato direto ou indireto com 

animais infectados, fetos abortados ou anexos fetais, além da própria 

manipulação de carcaças e vísceras no abate sanitário. As principais 

manifestações clínicas são as febres recorrentes, fraquezas, dores musculares, 

distúrbios nervosos e sudorese, o que acaba por levar à incapacidade parcial ou 

total ao trabalho. 

 Visando o controle da brucelose bovina, o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento (MAPA) instituiu em 2001 no Brasil, o Programa 

Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e da Tuberculose Animal 

(PNCEBT) que consiste em um conjunto de medidas sanitárias buscando uma 

importante redução na prevalência e na incidência da brucelose e tuberculose. 

Dentre as medidas, destacam-se a vacinação obrigatória de fêmeas, com idade 

entre 3 e 8 meses e a certificação de propriedades livres ou monitoradas para as 

doenças. São esperados benefícios sanitários e econômicos com a redução dos 

prejuízos ocasionados pelas doenças, aumento na competitividade da pecuária 

nacional, diminuição do impacto negativo dessas zoonoses na saúde humana e 

animal e maior credibilidade sanitária dos produtos de origem animal (BRASIL, 

2006).  

 O diagnóstico de uma enfermidade é fundamental para se estabelecer a 

ocorrência, distribuição e caracterização do agente. Nesse contexto, a brucelose 

animal pode ser diagnosticada por meio de diferentes métodos, de forma isolada 

ou em conjunto. O diagnóstico clínico baseia-se na presença de sinais como 

aborto, nascimento de bezerros fracos, retenção de placenta e esterilidade de 

machos e fêmeas. O epidemiológico, no histórico dos rebanhos nas propriedades 

e o laboratorial, no isolamento e identificação do agente etiológico, na detecção 

do DNA dos microrganismos, e na presença de anticorpos nos fluidos orgânicos. 

 Na rotina de inspeção sanitária da carne, os médicos veterinários não 

possuem meios de diagnóstico específicos que os permitem associar as 

alterações observadas durante a inspeção sanitária post-mortem com a infecção 

brucélica. Este desafio conduz a busca de alternativas que possam proporcionar 
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segurança e rapidez no diagnóstico das diversas lesões identificadas no decorrer 

das atividades de inspeção nos estabelecimentos de abate. 

 Neste contexto, o método de diagnóstico molecular PCR em Tempo Real, 

que detecta o DNA de Brucella spp em fluidos e tecido animal provenientes de 

matadouros-frigoríficos de bovinos, pode constituir uma ferramenta de grande 

valia, a fim de garantir um diagnóstico seguro, rápido e preciso que auxilie no 

processo de tomada de decisão quanto ao critério de julgamento das carcaças e 

vísceras dos animais de abate, conferindo assim o destino seguro e adequado.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1  Conceito e histórico  

 
 A brucelose bovina é uma enfermidade infectocontagiosa, causada por 

bactérias do gênero Brucella, principalmente pela Brucella abortus. Caracteriza-se 

por ser um problema grave ligado à saúde pública, causar elevados prejuízos 

econômicos e ser uma zoonose de distribuição mundial (BRASIL, 2006). 

 A brucelose foi descrita no homem, pela primeira vez, por Marston em 

1859, a partir de casos de febre ondulante seguidos de morte, ocorridos na Ilha de 

Malta, no Mar Mediterrâneo, sendo por isso denominada Febre de Malta 

(NICOLETTI, 2002; POESTER et al., 2009).  

 Em 1887, Sir David Bruce, médico inglês, isolou pela primeira vez uma 

bactéria do baço de soldados britânicos, mortos na Iha de Malta, denominando-a 

como Micrococcus melitensis (VIEIRA, 2004; GODFROID et al., 2005; POESTER 

et al., 2009). 

 Bernhard Bang, um patologista veterinário dinamarquês, isolou em 1895, 

um microrganismo do útero e membranas fetais resultantes do aborto de vacas, 

identificando-o como Bacillus abortus (NICOLETTI, 2002; POESTER et al., 2009). 

 Em 1913, Gonçalves Carneiro relatou o primeiro caso de brucelose 

humana no Brasil e, no ano seguinte, Danton Seixas realizou pela primeira vez no 

país, o diagnóstico clínico da brucelose bovina, no estado do Rio Grande do Sul 

(PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; VIEIRA, 2004). 

 Nos EUA, Alice Evans, em 1918, demonstrou que as bactérias isoladas por 

Bruce e Bang apresentavam similaridades morfológicas, imunológicas e de 

cultivo. Em razão disto, Meyer e Shaw em 1920, propuseram a criação do Gênero 

Brucella, em homenagem ao autor do primeiro isolamento do agente, além da 

designação dos dois microrganismos por Brucella melitensis e Brucella abortus, 

respectivamente (CORRÊA & CORRÊA, 1992; VIEIRA, 2004; RIBEIRO et al., 

2008).  

Jacob Traum, em 1914, isolou a partir de fetos abortados de suínos, um 

microrganismo similar aos agentes descritos por Bruce e Bang, sendo confundida 

a princípio, como a causadora dos abortos nos bovinos. Posteriormente, foram 
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verificadas as diferenças entre os isolados, em função de algumas propriedades 

de cultivo, bioquímicas e antigênicas, incluindo o agente em outra espécie 

denominada Brucella suis (HUDDLESON, 1931). A partir de então, outras 

espécies foram acrescentadas ao gênero, seguindo-se: Brucella ovis (ovinos) 

(BUDDLE, 1956), Brucella neotomae (roedores silvestres) (STOENNER & 

LACKMAN, 1957), Brucella canis (canídeos) (CARMICHAEL & BRUNER, 1968), 

Brucella pinnipedialis (focas e golfinhos) (FOESTER et al., 2007), Brucella ceti 

(baleias) (FOSTER et al, 2007), Brucella microti (isoladas de roedores silvestre) 

(SCHOLZ et al., 2008) e Brucella inopinata (isolada em humanos) (SCHOLZ et al. 

2010). 

 
2.2  Características do agente 

 
As bactérias do gênero Brucella pertencem à classe Proteobacteria, são 

Gram-negativas, intracelulares facultativas, imóveis e não esporuladas. 

Apresentam-se na forma de bastonetes curtos que medem de 0,6 a 1,5 µm por 

0,5 a 0,7 µm de dimensão (VELASCO et al., 2000; REDKAR et al., 2001; 

PROBERT et al., 2004). São consideradas microrganismos aeróbios, porém uma 

atmosfera com tensão de 5 a 10% de CO2 favorece o isolamento de algumas 

espécies. Apresentam temperatura de multiplicação na faixa de 20 a 40°C, sendo 

37°C a temperatura ideal, e um pH ótimo de 6.6 a 7.4 (PAJUABA, 2006; OIE, 

2009).  

Dentro deste gênero são descritas dez espécies independentes, 

classificadas principalmente por diferenças de patogenicidade, preferência de 

hospedeiro, características bioquímicas e antigênicas. As espécies de Brucella e 

seus biovares são diferenciadas por meio de testes como a sorotipagem, 

tipificação de fagos, requerimentos de CO2, sensibilidade a corantes, produção 

de H2S, além das propriedades metabólicas (ALTON et al., 1988; PAJUABA, 

2006; OIE, 2009). 

 As principais espécies do gênero são a B. melitensis (isoladas em cabras, 

ovelhas e camelos), B. abortus (bovinos e bubalinos), B. suis (suínos e javalis), B. 

neotomae (ratos do deserto), B. ovis (ovelhas) e B. canis (cães), as quais são 

subdivididas em sete biovares ou biotipos para B. abortus (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 9), três 



6 
 

para B. melitensis (1, 2 e 3) e cinco para B. suis (1, 2, 3, 4 e 5) (MORENO et al., 

2002; FOSTER et al., 2007; SCHOLZ et al., 2008).  

 As outras espécies como B. ceti e B. pinnipedialis, isoladas em mamíferos 

marinhos (focas, leões marinhos, golfinhos e baleias) e B.microti (procedente de 

ratazanas selvagens) não foram diferenciadas em biovares, apesar de existirem 

variantes dentro das cepas (CLOECKAERT et al.,2001; SCHOLZ et al., 2008). 

 Classicamente, as bactérias do gênero Brucella podem ser divididas em 

dois grupos antigenicamente distintos, denominadas lisas ou rugosas, com base 

nas características de multiplicação em meios de cultura no cultivo primário e na 

constituição química da parede celular - presença ou ausência da cadeia O - um 

dos componentes do lipopolissacáride (LPS) localizado na superfície externa da 

Brucella spp e que possui relação com a virulência de algumas espécies 

(NIELSEN et al. 2004; CARDOSO et al., 2006). 

 As colônias lisas possuem como constituinte do LPS, o lipídeo A, o núcleo 

oligossacáride e a cadeia O. Já as rugosas, possuem como constituinte da 

membrana externa apenas o lipídeo A e o núcleo oligossacáride (PAULIN & 

FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008). 

 As espécies B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. neotomae normalmente 

apresentam morfologia de colônia lisa e quando sofrem mutações para formas 

rugosas ou mucóides, deixam de ser patogênicas. Já as espécies B. canis e B. 

ovis apresentam morfologia de colônia predominantemente do tipo rugosa 

(ALTON et al., 1988; PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; MINHARRO, 2009; 

OIE, 2009). 

 A Brucella spp apresenta-se exigente quanto à multiplicação in vitro, porém 

possui uma ampla capacidade de sobrevivência em ambientes que apresentam 

condições de umidade, abrigo de luz solar direta, pH neutro, temperatura e 

matéria orgânica, podendo resistir em pastagens, fetos abortados, anexos fetais e 

fezes úmidas por longos períodos (CARVALHO et al., 1995; PAULIN & 

FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006; OIE, 2009).  

 Todas as espécies do gênero são sensíveis ao calor e à acidez, e quando 

submetidas à ação de desinfetantes comuns, como soluções de formaldeídos a 

2%, produtos clorados (2,5% de cloro ativo), compostos fenólicos a 2,5% e 

permanganato de potássio (1:5000), a eliminação de Brucella spp ocorre em no 
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máximo em 15 minutos. O álcool a 70% destrói imediatamente as bactérias 

enquanto o carbonato de cálcio (1:10) as elimina em trinta minutos (PAULIN & 

FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008; OIE, 2009).   

  A sobrevivência de Brucella spp no leite e produtos lácteos depende da 

temperatura, pH e da presença de outros microrganismos que possam inibir a 

multiplicação, podendo permanecer no alimento de 15 a 90 dias. A refrigeração 

inibe a multiplicação, porém a viabilidade é mantida mesmo em temperatura de 

congelamento. Felizmente, a fervura, processos de pasteurização e os métodos 

de esterilização são eficazes na eliminação do microrganismo (CARVALHO et al., 

1995; PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006). 

 Em carnes, a Brucella spp pode manter-se viável durante meses, sendo 

pouco afetada pela acidificação muscular, refrigeração ou congelamento. Além do 

calor, a eliminação do agente só ocorre em situações de pH inferior a 4 

(PESSEGUEIRO et al., 2003). 

 Os casos de brucelose por ingestão de carne ou derivados são raros, visto 

o número reduzido de bactérias no músculo e o raro consumo de carne crua. Já o 

consumo de sangue e medula óssea pode ser considerado veículo de 

transmissão da doença. A sobrevivência da Brucella spp em carnes depende do 

grau de contaminação no início do processo e do tipo de tratamento tecnológico 

empregado. Essas bactérias podem persistir nas células do sistema monocítico 

fagocitário, nas secreções uterinas, na glândula mamária e na medula óssea. Por 

isso, o descarte dos tecidos que concentram um grande número de bactérias 

pode diminuir ou até mesmo evitar a contaminação de carcaças e vísceras 

durante o abate (CARVALHO et al., 1995; PESSEGUEIRO et al., 2003; PARDI et 

al., 2006).  

 
2.3 Epidemiologia 

 
 A brucelose encontra-se mundialmente distribuída, sendo considerada uma 

das principais zoonoses. Embora tenha sido erradicada em diversos países da 

região norte e central da Europa, Austrália, Japão e Nova Zelândia, continua re-

emergente e se apresentando como um grave problema sanitário e econômico, 
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principalmente em países da América do Sul, África, Oriente Médio e Ásia 

(CORBEL, 1997; PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; OIE, 2009). 

  No Brasil, a brucelose é endêmica, porém apresenta dados bastante 

diferenciados face à dimensão territorial e às características próprias de cada 

região (POESTER et al., 2002; RIBEIRO et al., 2008; LAGE et al., 2008). 

De acordo com o estudo epidemiológico nacional realizado em 1975, a 

brucelose bovina encontrava-se disseminada por todo o território brasileiro. As 

prevalências estimadas por regiões foram: Norte, 4,1%; Nordeste, 2,5%; Centro-

Oeste, 6,8%; Sudeste, 7,5% e Sul, 4%. Posteriormente, outros inquéritos 

sorológicos, por amostragem, foram realizados por alguns estados, porém não 

foram evidenciadas grandes alterações em relação aos índices verificados em 

1975. Os dados de notificações oficiais no período de 1988 a 1998 indicaram que 

a prevalência de animais soropositivos se manteve entre 4% e 5% (POESTER et 

al., 2002; BRASIL, 2006). 

Em 2001, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

instituiu o Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e da 

Tuberculose Animal (PNCEBT), que consiste em um conjunto de medidas 

sanitárias estratégicas em busca da redução da prevalência e incidência da 

brucelose, implementando a vacinação compulsória de bezerras com idade entre 

3 e 8 meses, em todo o país. Dentre outras atividades previstas no programa 

destacam-se a adesão voluntária dos criadores na busca de rebanhos livres e 

monitorados, a prática de testes sorológicos regulares em rebanhos de elite para 

a participação em feiras e exposições e o sacrifício dos animais positivos para 

brucelose (BRASIL, 2006). 

 Após a implementação do PNCEBT, foram realizados inquéritos 

soroepidemiológicos no período de 2001 a 2004 em 13 unidades federativas (BA, 

DF, ES, GO, MG, MT, PR, RJ, RS, SC, SE, SP e TO) a fim de conhecer a 

situação epidemiológica da doença no início do programa de controle, baseando-

se na frequência e distribuição da enfermidade na população. 

 Os resultados revelaram que a brucelose encontra-se disseminada nas 

diversas áreas estudadas e a situação encontra-se heterogênea entre os diversos 

estados brasileiros e, até mesmo, entre regiões de um mesmo estado. 

Evidenciou-se também uma tendência de aumento da prevalência da brucelose 



9 
 

no sentido Centro-Oeste/Norte do país, principalmente nos estados tradicionais 

produtores de carne (POESTER et al., 2009). 

 O estado de Goiás tem grande importância no cenário nacional, uma vez 

que a produção de grãos, carnes e leite impulsiona a economia do país. A 

pecuária possui destaque quanto ao rebanho e, principalmente, quanto ao abate 

de animais, que atinge três milhões de cabeças de bovinos, 1,5 milhões de suínos 

e 257,2 milhões de aves (SILVA et al., 2010).  

 Condições geográficas, sociais e econômicas favorecem para 

diversificação e distribuição dos diferentes sistemas de produção em nosso 

estado. A população de bovinos concentra-se nas áreas especializadas de 

pecuária de corte, que incluem as regiões Noroeste, Norte-Nordeste e Centro-

Oeste. Nas regiões Sul e Sudeste predominam a pecuária leiteira e nas Sudoeste 

e Centro, a atividade mista, ou seja, corte e leite. 

 Em inquérito epidemiológico visando estabelecer a prevalência da 

brucelose bovina e considerando as diferenças regionais quanto à sua 

epidemiologia, dividiu-se o estado de Goiás em três circuitos produtores, 

considerando-se os diferentes sistemas de produção, práticas de manejo, 

finalidades de exploração (rebanho de corte, leite ou misto), tamanho dos 

rebanhos e sistema de comercialização. Em cada circuito foram amostradas 

aleatoriamente 300 propriedades para determinação de focos, aplicando-se um 

questionário epidimiológico a fim de verificar quais os tipos de exploração e 

práticas de criação poderiam estar associadas ao risco de infecção pela doença. 

Além disso, dentro de cada propriedade, foi escolhido de forma aleatória, um 

número pré-estabelecido de animais, dos quais foi obtida uma amostra de sangue 

para a realização de testes sorológicos (ROCHA et al., 2009). 

 A prevalência de focos em propriedades no Estado de Goiás foi estimada 

em 17,5%, se aproximando dos 15%, determinados pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento para a região Centro-Oeste, ao realizarem testes 

sorológicos de rotina nos rebanhos, no período 1986-1997 (BRASIL, 2001; 

PAULIN & FERREIRA NETO, 2002). 

 Quando se estudou a prevalência de propriedades infectadas - focos - em 

relação aos circuitos produtores, observou-se que o circuito 1 apresentou a menor 

prevalência (7,7%) quando comparado com os demais. Nestas regiões, estão 
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concentradas 22% das propriedades e 26% dos animais do estado, sendo 

caracterizadas pela produção extensiva com a finalidade, principalmente, de cria. 

Para o circuito 2, a prevalência de focos esteve em torno de 19,5%. Nesta região 

estão 45% das propriedades e 31% do rebanho goiano, predominando rebanhos 

de aptidão leiteira. A maior prevalência de focos (21%) foi verificada no circuito 3, 

onde estão concentradas 33% das propriedades e 43% do rebanho bovino, 

predominantemente de aptidão mista. Embora a maior prevalência de rebanhos 

positivos tenha sido encontrada no circuito 3, a diferença entre os circuitos 2 e 3 

não foi estatisticamente significativa. 

 Já a prevalência de animais soropositivos em Goiás foi de 3,0%, valor 

inferior ao obtido no inquérito nacional na década de 1970 (BRASIL, 1977) de 

11,6% e ao relatado por SANTANA & VEIGA (1982) que estimaram a prevalência 

para o estado em 9%.  

 Embora os circuitos 2 e 3 tenham apresentado maior concentração da 

doença, destacando elevadas prevalências de focos e animais soropositivos, não 

foram constatadas diferenças significativas entre os mesmos. Deve-se ressaltar 

também que, apesar da tendência de concentração da enfermidade nas 

propriedades de corte, a presença da brucelose no estado de Goiás, não se 

mostrou associada a características produtivas do rebanho, como aptidão leiteira 

ou corte, criação intensiva ou extensiva, raças, nem mesmo por tamanho do 

plantel. 

 
2.4 Patogenia e sinais clínicos 

 
A patogenicidade das bactérias do gênero Brucella está intimamente 

relacionada com os mecanismos que permitem sua invasão, sobrevivência e 

multiplicação intracelular nas células do hospedeiro, mantendo-as protegidas da 

ação do sistema imune (ARÉSTEGUI et al., 2001; NIELSEN et al., 2004; XAVIER 

et al., 2009). 

A infecção natural se inicia principalmente pelas mucosas oral, 

nasofaríngea, conjuntival ou por solução de continuidade da pele, sendo que a 

porta de entrada principal da B. abortus em bovinos é a mucosa orofaringeana 
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(BISHOP et al., 1994; GORVEL & MORENO, 2002; CAMPANÃ et al.,2003; 

RIBEIRO et al., 2008). 

Após a penetração na mucosa, as bactérias são fagocitadas principalmente 

por macrófagos, sendo carreadas até os linfonodos regionais, onde se multiplicam 

e podem permanecer por semanas a meses, levando à hiperplasia e linfadenite 

(BISHOP et al., 1994; LAGE et al.,2008; NETA et al., 2009). 

A partir dos linfonodos regionais, os microrganismos podem disseminar 

livremente ou no interior de macrófagos, pela via hemática e linfática albergando-

se em outros linfonodos, principalmente os supramamários, e em órgãos como 

baço, fígado e outros tecidos ricos em células mononucleares fagocitárias, 

podendo sobreviver nestes locais por longos períodos, escapando da resposta 

imune (HARMON et al., 1988; GORVET & MORENO, 2002; CAMPAÑA et al., 

2003; LAGE et al., 2008; LIRA, 2008; MATRONE et al., 2009; XAVIER et al., 

2009).  

O mecanismo de permanência da Brucella spp no interior de células de 

defesa está relacionado à síntese de enzimas antioxidantes e à produção de 

guano -GMP e adenina que atuam inibindo a fusão do 

lisossomo com o fagossomo impedindo assim a degranulação dos macrófagos 

durante a fagocitose e, consequentemente, a destruição do agente (ARESTÉGUI 

et al., 2001; BALDWIN & PARENT, 2002; NETA et al., 2009). 

Durante a fase de multiplicação celular, estas bactérias podem provocar 

alterações inflamatórias e anatomopatológicas caracterizadas por granulomas 

difusos, levando à hiperplasia linfóide, esplenomegalia e até hepatomegalia 

(BISHOP et al., 1994; LAGE et al., 2008; MATRONE et al., 2009). Porém, de 

acordo com CORRÊA & CORRÊA (1992), nem todos os órgãos e tecidos 

invadidos por microrganismos do gênero Brucella apresentam alterações 

evidentes e áreas de necrose.  

 De acordo com CORRÊA & CORRÊA (1992), os órgãos e tecidos 

invadidos por microrganismos do gênero Brucella podem apresentar uma 

aparência normal ou áreas com necrose. A presença de Brucella spp em tecidos 

pode provocar a formação de resposta inflamatória com modulação de 

macrófagos em células epitelióides, infiltração por plasmócitos e linfócitos, 

podendo assim ocorrer focos de necrose no centro das lesões e o 
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desenvolvimento de cápsulas ao redor das áreas lesionadas devido à proliferação 

de tecido conjuntivo, porém, a formação de um granuloma depende da resistência 

natural do organismo, da resistência adquirida e principalmente do número e grau 

de patogenicidade do agente infectante. 

Os órgãos de predileção do gênero Brucella são aqueles que oferecem 

elementos necessários para o seu metabolismo, como o eritritol - álcool polihídrico 

de quatro carbonos - presente no útero gravídico, tecidos mamários, ósteo-

articulares e órgãos do sistema reprodutor masculino, sendo importante ressaltar 

que humanos, equinos, coelhos e roedores possuem ausência ou baixa produção 

do eritritol, fato este que justificaria o reduzido impacto da brucelose no aparelho 

reprodutivo nestas espécies (CARTER & CHENGAPPA, 1991; RIBEIRO et al., 

2008; XAVIER et al., 2009). 

 A infecção do útero gestante ocorre por via hematógena e as alterações 

variam de acordo com a intensidade da infecção e o tempo de gestação. A 

afinidade das brucelas pelos trofoblastos parece estar relacionada à presença de 

elevadas concentrações de eritritol e progesterona na placenta (SILVA et al., 

2005). 

 Nos bovinos, a concentração de eritritol se altera de forma gradativa 

conforme o período gestacional, atingindo níveis máximos próximo ao parto, 

aumentando assim a capacidade de infecção e multiplicação dos microrganismos 

(CARTER & CHENGAPPA, 1991; LAGE et al., 2008). A evolução do processo 

inflamatório leva a lesões necrótico-inflamatórias na placenta além de lise das 

vilosidades, resultando no descolamento dos cotilédones; prejuízo na circulação 

materno-fetal, dificultando e até mesmo impossibilitando a passagem de 

nutrientes e oxigênio da mãe para o feto, provocando assim danos que variam de 

nascimento de bezerros subdesenvolvidos ao aborto (BISHOP et al., 1994; 

PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008; XAVIER et al., 2009). 

Devido ao desenvolvimento da imunidade celular do animal após o primeiro 

aborto, há uma diminuição significativa do número e tamanho das lesões nos 

placentomas nas gestações subsequentes. Diante disso, os abortos tornam-se 

infrequentes, levando ao aparecimento de outras manifestações da enfermidade 

como a retenção de placenta, natimortalidade ou o nascimento de bezerros 

fracos, além de quadros de metrite ou endometrite crônica e consequentemente 
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subfertilidade, infertilidade ou esterilidade (LAGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 

2008; XAVIER et al., 2009). 

Os machos podem apresentar aumento do volume dos testículos de forma 

uni ou bilateral, além dos epidídimos, ampolas e vesículas seminais. Devido à 

reação inflamatória do tipo necrosante, pode haver atrofia do órgão afetado, 

levando a quadros de subfertilidade, infertilidade ou esterilidade (GORVEL & 

MORENO, 2002; PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008; NOZAKI, 

2008). 

 No aparelho locomotor, os microrganismos do gênero Brucella, 

principalmente a B. abortus localiza-se na bursa, tendões, músculos e 

articulações, causando artrites, principalmente nas articulações carpianas e 

tarsianas; espondilites e bursites, especialmente nas vértebras torácicas e 

lombares, podendo atingir a medula óssea e bainha dos tendões, sendo o achado 

clínico clássico, o abscesso fistulado ou não na região da cernelha, lesão 

que acomete 

principalmente os equinos (PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; RADOSTITIS et 

al., 2007). 

Os inchaços nas articulações dos joelhos e jarretes, conhecidos como 

higromas, também apresentam evidência de brucelose (RADOSTITIS et al., 2007; 

LAGE et al., 2008). 

 VERONESI (1991) considera como lesões sugestivas de brucelose em 

bovinos as alterações denominadas bursites, higroma articular e orquite.  As 

bursites cervicais são lesões inflamatórias de origem hematogênica, 

caracterizadas como bolsas serosas localizadas na região da cruz, adjacentes à 

porção funicular do ligamento cervical e apófises espinhosas cervicais.  

 Muitos autores associam a presença de bursite à infecção brucélica, visto a 

frequência de isolamento e detecção do agente em muitos casos, além da 

detecção de títulos de anticorpos aglutinantes compatíveis com a doença (PARDI 

et al., 1956; LANGENEGGER et al., 1975; JUBB et al., 1993; RIBEIRO et al., 

2003; FREITAS &  OLIVEIRA,  2005; PARDI et al., 2006; VIANA et al., 2010). 

Porém, em muitos relatos a ação parasitária principalmente pelo gênero 

Onchocerca é uma das causas que predispõe a formação das bursites cervicais 

não só como causa primária, mas, principalmente, como fator desencadeante de 
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processos inflamatórios graves por infecção secundária (ALMEIDA et al., 2000; 

COSTA et al., 2001). 

 

2.5 Mecanismos de transmissão  
 

A principal via de infecção de Brucella spp no organismo é a oral, além do 

trato respiratório, conjuntivas, pele e trato genital (ACHA & SZYFRES, 2001). 

  Os animais contaminados transmitem as bactérias do gênero Brucella 

através do parto ou aborto, valendo destacar que as fêmeas após abortarem pela 

primeira vez, tornam-se portadoras crônicas, eliminando Brucella spp no leite, 

urina e descargas uterinas durante os partos subsequentes, abortando ou não 

(PACHECO, 2007; MIYASHIRO, 2004). A partir da terceira gestação após a 

infecção, os abortos não ocorrem, devido à imunidade celular e a redução de 

necrose dos placentomas, permitindo assim o nascimento dos bezerros (PAULIN 

& FERREIRA NETO, 2003). 

A enorme quantidade de microrganismos eliminados durante o aborto ou 

parto dos animais infectados, associada à ampla resistência do agente no 

ambiente pode ser caracterizada como a principal fonte de infecção para os 

animais suscetíveis. Há um favorecimento da transmissão de brucelose pelo 

próprio hábito dos bovinos de lamber e cheirar as crias ou fetos abortados por 

outros animais (NICOLLETTI, 2002; SILVA et al., 2005; MINHARRO, 2009). 

 A participação dos machos na transmissão da brucelose pela monta natural 

é pequena não se caracterizando como a forma mais frequente, embora a maioria 

das espécies de Brucella spp seja encontrada no sêmen.  Na monta natural, a 

vagina apresenta barreiras inespecíficas que dificultam a infecção, entretanto, 

cuidados especiais devem ser tomados com a inseminação artificial, visto que o 

sêmen é aplicado diretamente no útero, onde não existem barreiras inespecíficas, 

tornando-se um ambiente propício para multiplicação do agente (BRASIL, 2006; 

LAGE et al., 2008). 

As bactérias do gênero Brucella também podem ser disseminadas entre os 

animais por fômites, destacando-se a água e alimentos contaminados (ACHA & 

SZYFRES, 2001).  
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 Este gênero sobrevive no ambiente, mas não se multiplicam nele. Possui 

ampla capacidade de sobrevivência, porém necessita de condições como 

presença de sombra, umidade, baixas temperaturas e pH neutro (PAULIN e 

FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006; OIE, 2009).  

A introdução dos animais infectados em rebanhos sadios constitui o 

principal risco nas propriedades rurais, por isso o comércio de animais só deve 

ocorrer quando a condição sanitária seja conhecida, sendo o ideal a procedência 

de rebanhos livres ou então que sejam submetidos a testes de diagnóstico que 

garantam a sanidade do rebanho (BRASIL, 2006; LAGE et al., 2008; RIBEIRO et 

al., 2008) 

 Várias espécies domésticas ou silvestres são suscetíveis à infecção por 

Brucella spp, mas por não transmitirem o agente novamente aos bovinos, são 

consideradas apenas como hospedeiros finais da infecção. Os bovinos são os 

hospedeiros preferenciais da B. abortus, porém bubalinos, equinos, suínos, 

ovinos, caprinos e cães podem ser infectados (LAGE et al., 2008; MINHARRO, 

2009).  

 Outras espécies de Brucella como B. melitensis e B. suis podem causar 

brucelose em bovinos devido ao convívio com cabras ou ovinos e suínos, que são 

respectivamente, os reservatórios naturais desses agentes (ACHA & SZYFRES, 

2001; OIE, 2009). 

 Os cães de fazenda não são considerados como os principais reservatórios 

de B. abortus, porém podem ser responsáveis pela disseminação da doença por 

normalmente carrearem produtos de aborto. Além disso, o agente pode ser 

isolado dos cães quando na presença de bovinos infectados, devendo ser 

incluídos nos programas de controle e erradicação da doença (PAULIN & 

FERREIRA NETO, 2003).  

 Entre as espécies que apresentam importância na epidemiologia da 

brucelose bovina, podem ser citados além dos cães, os equídeos que, quando 

convivem com bovinos infectados, podem apresentar lesões articulares crônicas, 

porém, raramente abortam (RIBEIRO et al., 2003; LAGE et al., 2008; RIBEIRO et 

al., 2008). 

 Na inspeção sanitária realizada em matadouros-frigoríficos, os inspetores 

veterinários realizam o julgamento de carcaças e vísceras de bovinos suspeitos 
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de brucelose mediante a observação macroscópica de lesões sugestivas da 

enfermidade, não dispondo de meios de diagnóstico específicos que possam 

associar diretamente as alterações observadas nos exames sanitários com a 

infecção brucélica (FREITAS & OLIVEIRA, 2005).  

 As bursites de cernelha de bovinos são de difícil visualização à inspeção 

ante-mortem, sendo o diagnóstico macroscópico realizado durante a inspeção 

post-mortem, por inspetores veterinários (PARDI et al., 1956; LANGENEGGER et 

al., 1975; ALMEIDA et al., 2000). 

 Devido ao caráter zoonótico que o gênero Brucella apresenta, o artigo 163 

do Regulamento de Inspeção Industrial e Sanitária dos produtos de Origem 

Animal - RIISPOA  (BRASIL, 1952) determina que carcaças que apresentarem 

lesões extensas de brucelose devem ser condenadas ou destinadas a 

esterilização pelo calor, após remoção das áreas atingidas a fim de eliminar 

qualquer fonte de contaminação aos consumidores destes alimentos. 

Humanos normalmente se infectam pelo contato direto do agente com 

mucosas ou soluções de continuidade da pele, pela manipulação de tecidos, 

sangue, urina, secreções vaginais, fetos abortados e envoltórios fetais 

provenientes de animais infectados ou pela ingestão da bactéria em alimentos, 

geralmente de leite cru ou derivados lácteos não pasteurizados (queijos, 

manteigas, iogurtes, sorvetes) além de carnes cruas, mal assadas ou cozidas, 

obtidas de animais infectados (BRASIL, 2006; PAULIN & FERREIRA NETO, 

2008). 

 Os sintomas mais frequentes de brucelose são febre intermitente, dores 

musculares, articulares, cefaléia e sudorese, sendo geralmente confundida com 

gripe recorrente. Outras complicações como endocardite e problemas articulares 

podem ocorrer, porém com menor frequência (SILVA et al., 2005; AL DAHOUK et 

al., 2007).  

Esta zoonose pode ser considerada uma enfermidade de caráter 

ocupacional, pois afeta profissionais que desenvolvem atividades com maior risco 

de exposição ao agente (LAGE et al., 2008; MINHARRO, 2009; OIE, 2009). A 

capacidade de penetração pela pele íntegra ou lesada e pelas membranas 

mucosas, além da formação de aerossóis, predispõe os tratadores, veterinários, 
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laboratoristas, trabalhadores de matadouros-frigoríficos e entrepostos de leite ao 

risco de infecção (LAGE et al., 2008). 

 LANGENEGGER et al. (1975) e PARDI et al. (2006), alertam sobre a 

possibilidade de contaminação em ambientes de abatedouros, visto ao risco de 

rompimento de bursites durante os procedimentos de manipulação, provocando 

extravasamento do conteúdo das bolsas mucosas e a consequente infecção dos 

operadores, contaminação de equipamentos e das instalações, além da formação 

de aerossóis. A carne não constitui importante fonte de veiculação de brucelose 

visto ao número reduzido do agente, porém traz riscos se estiver pouco cozida ou 

mal assada. A medula óssea e vísceras mal cozidas também se constituem 

importantes fontes de infecção humana.  

 A vacina B19 utilizada amplamente nos programas de controle e 

erradicação da brucelose é patogênica para o homem, havendo inúmeros relatos 

na literatura de infecções acidentais, especialmente entre veterinários e 

vacinadores, sendo necessária a utilização de equipamentos de proteção 

individual como máscara, óculos, luvas e avental de manga longa durante a 

vacinação (LAGE et al., 2008). 

 Nos laboratórios, a realização de diagnósticos diretos buscando o 

isolamento e identificação do agente a partir de amostras clínicas e a manipulação 

de massas bacterianas para a produção de vacinas e antígenos, constituem uma 

forma eficiente de infecção principalmente por formação de aerossóis, estando a 

bactéria incluída na lista de agentes biológicos com potencial bioterrorista 

(COSTA, 2001; MENSE et al., 2004; MINHARRO, 2009). 

 A transmissão entre pessoas, embora possível, é considerada insignificante 

sob o ponto de vista epidemiológico, porém, a literatura relata casos de 

transmissão por meio de transfusão de sangue, transplante de medula e até por 

relação sexual (GODFROID et al., 2005;MINHARRO, 2009). 
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2.6 Diagnóstico 
 

2.6.1 Métodos Indiretos 
 

Os métodos indiretos ou sorológicos empregados no diagnóstico da 

brucelose constituem-se em um importante recurso utilizado nas campanhas de 

controle e erradicação da doença em bovinos e bubalinos (OLIVEIRA, 2003).  

Os testes sorológicos detectam os anticorpos contra Brucella spp presentes 

em diversos fluidos corporais como soro sanguíneo, muco vaginal, sêmen e leite. 

Para se escolher um método sorológico, deve-se levar em consideração o 

tamanho e as características da população a ser analisada, a situação 

epidemiológica da doença, a sensibilidade e a especificidade dos testes e 

principalmente se há utilização de vacinas (POESTER et al., 2005).  

Dentre os testes sorológicos empregados no diagnóstico da enfermidade, 

destacam-se o de Soroaglutinação Lenta em Tubo (SAT), Soroaglutinação Rápida 

em Placa (SAR), 2- Mercaptoetanol (2-ME), Antígeno Acidificado Tamponado 

(AAT), Fixação de Complemento (FC), Rivanol e o ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) (OLIVEIRA, 2003; NIELSEN et al., 2004). 

O PNCEBT definiu como oficiais os testes do Antígeno Acidificado 

Tamponado (AAT) e o teste de Anel em Leite (TAL), como provas de triagem. Já 

como testes confirmatórios estabeleceu o teste do 2- Mercaptoetanol (2-ME) e a 

reação de Fixação do Complemento (FC) para detecção de antígenos pelo 

emprego de anticorpos específicos, com o objetivo de detectar uma exposição 

prévia do animal ao agente (BRASIL, 2006). 

 Os testes sorológicos empregados para o diagnóstico da brucelose 

identificam os anticorpos específicos presentes no soro sanguíneo dos animais 

infectados, baseando-se em antígenos de superfície bacteriana, compostos por 

lipopolissacarídeos (LPS) e proteínas de membrana externa (ALTON et al., 1988; 

RAJASHEKARA et al., 2005; MINHARRO, 2009).  

 De certa forma, testes sorológicos não apresentam sensibilidade absoluta, 

havendo a necessidade de associação entre várias técnicas em busca de 

melhores resultados na detecção de animais positivos, sobretudo na fase inicial 

da infecção e em infecções crônicas (COSTA, 2001; OLIVEIRA, 2003). 
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  Nestes testes podem ocorrer reações inespecíficas decorrentes do 

compartilhamento de epítopos com outros gêneros bacterianos ou até mesmo 

envolvendo imunoglobulinas da classe IgM, provenientes da vacinação contra 

brucelose, gerando resultados falso-positivos (ALTON et al., 1988; COSTA, 2001; 

MINHARRO, 2009). 

 Atualmente, acredita-se que os agentes como Yersinia enterocolitica O:9, 

Eschericha coli O:116 e O:157, Bordetella bronchiseptica, Moraxela spp, 

Francisella tularensis, Salmonella urbana, Pseudomonas maltophilia, 

Staphylococcus spp, Campylobacter spp e outros gêneros possam causar 

reações cruzadas em testes sorológicos, dificultando o diagnóstico por produzir 

resultados falso-positivos (COSTA, 2001; OLIVEIRA, 2003; MINHARRO, 2009).  

 
2.6.2 Métodos Diretos 

 
Os métodos diretos de diagnóstico para brucelose incluem o isolamento e a 

identificação do agente, a imunohistoquímica e os métodos de detecção de ácidos 

nucleicos, pela reação em cadeia da polimerase (PCR).  

Geralmente, estes métodos são utilizados após a manifestação dos sinais 

clínicos, momento este em que a bactéria já se encontra disseminada no rebanho, 

sendo importante a confirmação de focos da doença e a caracterização do agente 

(VEJARANO RUIBAL, 2009; MATRONE, 2009). 

A bacteriologia possui alta especificidade e capacidade de diferenciação 

entre espécies e biovariedades, sendo considerada gold standard. No entanto, o 

isolamento de Brucella spp é um processo trabalhoso, sendo necessários dias 

para a identificação do agente visto a sensibilidade e as exigências com relação 

aos meios de cultivo, além de se constituir um patógeno de alto risco biológico, 

sendo necessários laboratórios com funcionários qualificados, instalações e 

equipamentos de proteção de nível 3 (POESTER et al., 2005; LAGE et al., 2008). 

Classicamente, o diagnóstico direto da brucelose é realizado a partir do 

cultivo, isolamento e a identificação do gênero Brucella oriundo de material de 

aborto ou de secreções como leite, sêmen e líquido sinovial de articulações  

comprometidas (CARTER & CHENGAPPA, 1991; NIELSEN, 2004; LAGE et al., 

2008; VEJARANO RUIBAL, 2009). Em casos de aborto, o material de eleição são 
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os anexos placentários e o conteúdo gástrico, além do baço, fígado, pulmão e rins 

dos fetos abortados.  

Segundo PAULIN & FERREIRA NETO (2003), devem ser colhidos das 

carcaças de bovinos, no momento do abate, os linfonodos retrofaríngeos, 

mandibulares, parotídeos, pré-escapulares e ilíacos, mas principalmente os 

supramamários, onde o agente é isolado em quase 90% dos animais infectados. 

Entretanto, devido ao processo de replicação das brucelas e a posterior difusão 

através da corrente sanguínea e vasos linfáticos, há disseminação deste agente 

por todo o organismo, sendo possível sua identificação no fígado, baço, pulmões 

e rins, além dos linfonodos e trato genital (GORVEL & MORENO, 2002; 

CAMPAÑA et al., 2003; LIRA, 2008). 

 As brucelas podem ser isoladas e mantidas em meios de cultura como o 

ágar sangue desfibrinado de carneiro a 5%, ágar Triptose e ágar Brucella. 

Durante o cultivo,  a bactéria necessita de no mínimo 3 a 5 dias de incubação 

em um ambiente microaerófilo, com tensão de CO2 em torno de 5 a 10%, além 

de temperatura média de 37ºC e pH neutro 6.6 a 7.4 (MINHARRO, 2009; OIE, 

2009).  

 Para inibir a  multiplicação de contaminantes durante o isolamento, 

recomenda-se a utilização do meio de Farrel por conter vários antimicrobianos 

(ácido nalidíxico, bacitracina, ciclohexamida, nistatina, polimixina B e 

vancomicina) que minimizam a contaminação bacteriana secundária (CARTER & 

CHENGAPPA, 1991; RIBEIRO et al., 2008, MINHARRO, 2009). 

 No ágar sangue desfibrinado de carneiro a 5%, as colônias apresentam-se 

pequenas, translúcidas, opacas, convexas e com bordos arredondados, após 

quatro a cinco dias de incubação (RIBEIRO et al., 2008).  

 As bactérias do gênero Brucella são Gram negativas, porém coram-se bem 

por outros métodos tintoriais como Ziehl-Neelsen e Koster modificados. À 

microscopia óptica, se apresentam como bastonetes curtos, isolados, aos pares 

ou em pequenos grupos (NIELSEN et al., 2004; LAGE et at., 2008; RIBEIRO et 

al., 2008). 

 As características bioquímicas deste gênero revelam, nos testes de 

classificação, a utilização de carboidratos, porém sem a produção de ácido ou 

gás em quantidades suficientes. Algumas cepas são catalase e oxidase 
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positivas, não causam hemólise e muitas delas produzem urease, ácido 

sulfídrico e reduzem nitrato a nitritos (CARTER & CHENGAPPA, 1991, 1991; 

PAJUABA, 2006; RIBEIRO et al., 2008; VEJARANO RUIBAL,2009).  

   A técnica de imunohistoquímica também constitui um método de 

diagnóstico direto, destacando pela alta praticidade e ausência da viabilidade do 

agente nos tecidos. Tem sido utilizada como técnica auxiliar nos estudos de 

patogenia e diagnósticos de enfermidades como a brucelose. Pode ser realizada 

a partir de materiais de aborto fixados com formol, permitindo além da 

identificação do agente com a especificidade das reações antígeno-anticorpo, a 

visualização das características das lesões examinadas (ANGREVES, 2008; 

MINHARRO, 2009; XAVIER et al., 2009). 

A reação em cadeia da polimerase desenvolvida por MULLIS na década de 

80 permite a detecção de um segmento específico de DNA por meio da 

amplificação enzimática in vitro, facilitando o diagnóstico direto de doenças 

infecciosas pela identificação do ácido nucléico do agente, além de superar as 

limitações relacionadas ao isolamento por métodos tradicionais de cultura de 

microrganismos (MULLIS & FALOONA, 1986; BAILY et al., 1992; NOVAIS & 

PIRES ALVES, 2004). 

 A detecção do DNA do agente bacteriano pela PCR apresenta enorme 

rapidez e sensibilidade, além da grande vantagem de detectar pequenas 

quantidades de microrganismos em diferentes substratos, sem a necessidade de 

estarem viáveis, como ocorre na cultura bacteriológica (FEKETE et al., 1992; 

GLYNN et al., 2006; PERRY et al., 2007; ANGREVES, 2008; SILVA JÚNIOR, 

2008). 

 Na reação de PCR convencional, o fragmento alvo é detectado após o 

término da reação (end-point) por eletroforese em gel, necessitando de um ligante 

de DNA para obter a coloração do produto de amplificação, acarretando assim um 

tempo maior para a visualização dos resultados, além da possibilidade de 

contaminação devido à manipulação dos amplicons (MACKAY, 2004). 

 O desenvolvimento da PCR em Tempo Real resultou da complementação 

da técnica criada por MULLIS (1986) e da descoberta de fluoróforos associada à 

utilização da tecnologia óptica e da informática, possibilitando o monitoramento da 

reação a cada momento, e principalmente, revolucionando os processos de 
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quantificação de fragmentos de DNA e RNA (NOVAIS & PIRES ALVES, 2004; 

DUARTE, 2006). 

De acordo com RODRIGUEZ - LÁZARO et al. (2007), a técnica de PCR em 

Tempo Real permite o monitoramento da síntese dos fragmentos alvo no decorrer 

da própria reação e não apenas no final, como ocorre na técnica tradicional de 

PCR. Ela é capaz de monitorar a fluorescência emitida durante a reação como um 

indicador da produção das amplificações em cada ciclo de PCR, gerando 

resultados com maior sensibilidade, precisão, velocidade nas análises, facilidade 

na quantificação, melhor controle de qualidade no processo e menor risco de 

contaminação, já que a reação ocorre em um sistema tubular fechado, não 

havendo a necessidade de eletroforese para a visualização das amplificações. 

A PCR em Tempo Real utilizando o sistema TaqMan® baseia na detecção 

de um sinal fluorescente emitido por uma molécula anelada à sequência de ácidos 

nucleicos (sonda). Para a execução da técnica, são necessários além dos 

iniciadores comumente utilizados na PCR convencional, de um terceiro 

oligonucleotídeo (sonda TaqMan®

(molécula repórter - capaz de absorver e emitir luz em comprimentos de onda 

a molécula quencher, capaz de absorver a 

fluorescência emitida pelo fluoróforo, por meio de um fenômeno físico 

denominado FRET -Transferência de energia de ressonância por fluorescência 

(NEWBY et al., 2003; MACKAY, 2004).  

Durante a PCR em Tempo Real, a sonda hibridiza com a sequência de fita 

simples de DNA complementar alvo para a amplificação. Quando a sonda está 

intacta, a proximidade da molécula quencher com a molécula repórter leva a 

re

da sonda permaneça bloqueada e não atue como um iniciador (NOVAIS & PIRES 

ALVES, 2004). 

No processo de amplificação, a enzima Taq DNA polimerase cliva a sonda 

-  quencher 

durante a fase de extensão. A separação destas moléculas resulta em um 

aumento da intensidade da fluorescência em escala exponencial e cada vez que 

uma nova fita dupla do DNA alvo é replicada, emite-se um sinal fluorescente que 

imediatamente é captado pelo equipamento e aumenta na proporção direta da 
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quantidade de produto da PCR (ALVAREZ et al., 2004; NOVAIS & PIRES ALVES, 

2004). 

O ponto que detecta o ciclo no qual a reação atinge o limiar da fase 

exponencial é denominado de Cycle Threshold (CT). Ele permite a quantificação 

exata e reprodutível da amplificação, sendo proporcional ao número de cópias do 

alvo presente na amostra (NOVAIS & PIRES ALVES, 2004). Este ponto permite a 

quantificação baseada na fluorescência emitida pela sonda ao ser hibridizada 

durante a ação da Taq DNA-polimerase e, quanto maior a quantidade inicial do 

alvo, mais rapidamente o produto acumulado é detectado na reação de PCR e, 

consequentemente menor, o valor do Ct (DORAK, 2006). 

Considerando a acurácia e a rapidez de execução que a PCR apresenta 

quando comparada ao cultivo bacteriológico, esta técnica tem se mostrado 

eficiente no diagnóstico direto de microrganismos, atuando como ferramenta 

epidemiológica na detecção de Brucella spp (BRICKER, 2002). 

Este gênero possui o genoma amplamente conservado entre as espécies, 

por isso a maioria das PCRs desenvolvidas são gênero-específicas, amplificando 

assim sequências de DNA comuns às diferentes espécies de Brucella spp 

(HALLING et al., 2005; FOSTER et al., 2008; XAVIER, 2009). 

 A escolha de oligonucleotídeos para a detecção do DNA do gênero 

Brucella pela técnica de PCR baseia nos genes RNA 16S (ROMERO et al., 1995; 

DA COSTA et al., 1996), nos genes das proteínas da membrana externa BCSP31 

(omp 31) (DA COSTA et al., 1996), omp 25 (25 kDa), omp 2 (36 - 40 kDa) 

(CLOECKAERT et al., 1995) e 43kDa (FEKETE et al., 1992), heat shock proteins 

(DA COSTA et al., 1996), no gene bp que codifica uma proteína antigênica BP 26 

(também conhecida como OMP 28) (CLOECKAERT et al., 2001) e na sequência 

de inserção IS711 (BRICKER & HALLING, 1994). 

 Diante da grande similaridade genética entre os membros do gênero 

Brucella, torna-se interessante a utilização de oligonucleotídeos específicos 

baseados nas sequências de inserção IS711 que possibilitam a diferenciação 

entre algumas espécies do gênero (BOGDANOVICH  et al., 2004; SCOTT et al., 

2007; OCAMPO-SOSA & GARCÍA-LOBO, 2008; HINIC et al., 2009). 

 O genoma de Brucella spp contém a sequência de inserção (IS) chamada 

de IS711 ou IS6501, que é específica para o gênero. O número de cópias e a 
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localização genômica desta sequência difere entre as espécies, variando de 7 a 

10 cópias na B. abortus, B. melitensis e B. suis, e mais de 30 cópias na B. ovis e 

em cepas de B. neotomae (OUAHRANI et al., 1993; GÁNDARA et al., 2001; 

OCAMPO-SOSA & GARCÍA-LOBO, 2008; HINIC et al., 2009). 

  A escolha do gene direcionado à região codificadora de uma proteína 

periplasmática da membrana externa da Brucella spp, a proteína BP26, tem 

apresentado vantagens pelo fato de que ela está presente em todas as espécies 

de Brucella spp, porém encontra-se ausente na região periplasmática da Yersinia 

enterocolitica, agente frequentemente envolvido em ocorrências de reações 

cruzadas com Brucella spp nos testes de diagnóstico (ROSSETTI et al., 1996; 

VIEIRA, 2004). 

 Como alguns oligonucleotídeos amplificam, sob algumas condições, 

sequências de genes de bactérias muito próximas geneticamente às do gênero 

Brucella, como Ochrobactrum anthropi e Phyllobacterium spp, a escolha de 

iniciadores a partir do gene BP26 associada a sequência conservada IS711, tem 

mostrado padrões distintos entre as espécies e biovares, além de permitir maior 

especificidade e segurança na detecção dos patógenos (ROMERO et al., 1995; 

DA COSTA et al., 1996; VIEIRA, 2004; BOUNAADJA et al., 2009; XAVIER, 2009) 

 A detecção de Brucella spp por meio da técnica de PCR vem sendo 

empregada com sucesso em vários tipos de amostras biológicas provenientes de 

diversas espécies hospedeiras, como sêmen (AMIN et al., 2001; KEID et al., 

2002; MANTEROLA et al., 2003), secreções vaginais (KEID et al., 2002), leite 

(LEALKLEVEZAS et al., 1995; HAMDY & AMIN, 2002; LEAL-KLEVEZAS et al., 

2000;), tecidos (ÇETINKAYA et al., 1999; CORTEZ et al., 2001; LEYLA et al., 

2003), sangue (LEAL-KLEVEZAS et al., 1995; QUEIPO-ORTUÑO et al.,1997; 

GUARINO et al., 2000;  LEAL-KLEVEZAS et al., 2000; NAVARRO et al., 2004), 

soro (ZERVA et al., 2001; DEBEAUMONT et al., 2005) e produtos lácteos 

(SERPE et al., 1999; MIYASHIRO et al., 2007). 

  BAILY et al. (1992) relataram a detecção de Brucella abortus e B. 

melitensis em uma reação de PCR a partir do conteúdo gástrico e órgãos de 

fetos abortados, obtendo um ensaio sensível e específico na diferenciação de 

Brucella de outros patógenos Gram negativos e na identificação de diferentes 

espécies dentro do gênero.  
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  LEAL-KLEVEZAS et al. (1995) por meio da PCR conseguiram diferenciar 

com alta sensibilidade, o biótipo 1 dos outros biótipos de B. abortus em amostras 

de sangue e leite de animais infectados, demonstrando a eficiência da técnica 

para fluidos corpóreos.  

    ROMERO et al. (1995) descreveram que a alta especificidade e 

sensibilidade da PCR a torna uma valiosa ferramenta para diagnóstico de 

brucelose. 

  De acordo com relatos de CORTEZ et al. (2001), há uma boa 

concordância entre as técnicas do cultivo bacteriológico e a PCR, podendo esta 

ser uma ferramenta adicional para o diagnóstico direto da brucelose, 

principalmente em fetos bovinos abortados. 

COSTA et al. (2001) ao estudarem o envolvimento de microrganismos em 

63 amostras de lesões de bursites cervicais de bovinos, por meio do cultivo 

bacteriológico e PCR para a identificação gênero-específica de Brucella spp, 

obtiveram o isolamento de diversos gêneros bacterianos, além da detecção do 

DNA de Brucella spp em 18,33% das amostras, porém sugeriram que as 

formações de bursites cervicais neste estudo provavelmente não foram 

decorrentes da infecção brucélica. 

HAMDY & AMIN (2002) observaram que a detecção de Brucella spp por 

PCR em leite infectado de bovinos, ovinos, caprinos e camelos sorologicamente 

positivos, apresentou maior sensibilidade do que o isolamento bacteriano, rapidez 

nos resultados e uma maior segurança por diminuir o risco de transmissão do 

agente durante a manipulação laboratorial. 

    RICHTZENHAIN et al. (2002) desenvolveram uma PCR multiplex para 

detecção de Leptospira spp e Brucella spp em amostras de fetos bovinos 

abortados e alcançaram sensibilidade de 100%, provavelmente pela remoção de 

inibidores da PCR e pelo tratamento térmico empregado na extração de DNA - 

lise por fervura - além da utilização dos iniciadores B4 e B5 descritos por BAILY 

et al. (1992) 

LEYLA et al. (2003) relataram que ao detectar Brucella spp em amostras 

de conteúdo estomacal de fetos ovinos abortados pela PCR baseada no gene 

IS711 alcançaram sensibilidade de 97.4% e uma especificidade de 100% 

quando comparada ao cultivo bacteriológico. 
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Apesar das vantagens aparentes que os métodos moleculares baseados 

na identificação da Brucella por PCR vêm apresentando sobre os métodos 

tradicionais de isolamento por cultura, 

método de cultivo bacteriano, e as técnicas de PCR convencional e em Tempo 

Real para detecção de Brucella abortus em amostras de sangue, leite e 

linfonodos de vacas naturalmente infectadas, obtiveram o isolamento de B. 

abortus apenas em amostras de leite e linfonodo, enquanto que o sangue não 

se mostrou ideal para a detecção deste patógeno. Além disso, os pesquisadores 

não evidenciaram a existência de vantagens no uso das duas técnicas de PCR 

sobre os métodos convencionais sorológicos e bacteriológicos. 

 MIYASHIRO et al. (2007) analisaram amostras de queijos clandestinos por 

meio do cultivo bacteriológico e PCR para B. abortus. Nas amostras positivas 

para o agente, fizeram a diferenciação entre o DNA de campo e o da estirpe 

vacinal B19. Embora o microrganismo não tenha sido isolado, a PCR detectou 37 

amostras positivas (19,27%), e destas, 30 (81,08%) eram cepas da estirpe 

vacinal B19. A padronização da reação visando diferenciar cepas vacinais e de 

campo permitiu verificar que a vacina B19 - vacina viva atenuada - além de 

induzir a presença de anticorpos em fêmeas adultas, pode infectar o útero de 

forma persistente, levando a eliminação intermitente ou constante do agente pelo 

leite, constituindo risco à saúde pública. 

 PACHECO (2007) avaliou a excreção da estirpe vacinal B19 pelo leite e 

urina de 14 fêmeas bovinas de diferentes idades, provenientes de um rebanho de 

exploração leiteira, vacinadas na faixa etária entre 3 e 8 meses. A autora 

empregou neste estudo, os diagnósticos bacteriológicos, sorológicos e PCR, 

correlacionando-os com as fases hormonais de um ciclo reprodutivo completo. 

Todas as amostras positivas na PCR foram confirmadas como sendo da estirpe 

vacinal B19, sendo sua excreção predominantemente no momento do cio, aos 

150 dias de gestação e no pós-parto imediato (30 dias), não havendo correlação 

com a fase hormonal. A persistência e excreção de B19 observada nas fêmeas 

bovinas até nove anos de idade pode evidenciar que há possibilidade de 

transmissão de B. abortus entre bovinos, além do risco potencial à saúde pública 

pela suscetibilidade do homem ao agente. 
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 ANGREVES (2008) avaliou lesões de bursites cervical em bovinos abatidos 

no estado de Mato Grosso, com enfoque nas características macroscópicas, 

análise bacteriológica, testes sorológicos, além da identificação do gênero 

Brucella e amostra vacinal B19 pela reação em cadeia da polimerase. Diante 

da detecção do DNA de Brucella spp em 77,14% das 70 amostras analisadas, 

constatou-se a necessidade de medidas de controle sanitário nos 

estabelecimentos de abate, visto a significância entre a brucelose bovina e 

bursite cervical.  

 HINIC et al. (2008) desenvolveram um ensaio de PCR para a detecção 

rápida do gênero Brucella e a diferenciação entre as espécies B. melitensis, B. 

abortus, B. suis, B. ovis, B. canis, and B. neotomae. O ensaio mostrou ser 

altamente específico com a vantagem adicional de ser apropriado para uso nas 

técnicas de PCR convencional e Tempo Real.  

 SILVA JUNIOR (2008) ao avaliar diferentes métodos de diagnóstico da 

brucelose bovina em amostras procedentes de frigoríficos observou que as 

técnicas de isolamento bacteriológico e a reação em cadeia da polimerase não 

foram adequadas para estes materiais, sugerindo o uso de mais de uma técnica 

para o diagnóstico da enfermidade. 

 LIRA (2008) ao estudar a patogenia da Brucella ovis, em carneiros 

infectados experimentalmente com a cepa REO 198 via conjuntival e 

intraprepucial, detectou a presença do agente por meio da PCR, além de 

alterações anatomopatológicas, em praticamente todos os tecidos, com 

predominância no aparelho reprodutor, em pelo menos um dos momentos 

avaliados. 

 HINIC et al. (2009) avaliaram a técnica de PCR em Tempo Real com base 

na inserção específica da sequência IS711 descrita em 2008. Para tanto, 

utilizaram amostras de sangue de 199 javalis e amostras de tecidos de 53 javalis, 

coletadas na Suíça. Os resultados da PCR em Tempo Real foram comparados 

com aqueles obtidos no isolamento bacteriano, teste sorológico de Rosa Bengala 

(RBT), competitiva ELISA (C-ELISA) e ELISA indireto (ELISA-I), constatando que 

a técnica de PCR em Tempo Real IS711 é uma ferramenta específica e sensível 

na detecção de Brucella spp em infecções de javalis, podendo ser utilizada como 
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ferramenta complementar nos programas de vigilância epidemiológica da 

enfermidade e para confirmação do diagnóstico em casos duvidosos. 

 Diante da necessidade de acurácia e segurança nos diagnósticos das 

enfermidades, os protocolos para colheita de amostras vem, a cada dia, 

proporcionando facilidades no transporte, armazenamento e manuseio de 

amostras biológicas. 

 Devido ao alto poder infectocontagioso das amostras clínicas, bem como 

os cuidados excessivos requeridos no transporte, armazenamento e manipulação 

das mesmas, o emprego de métodos alternativos como os cartões de celulose 

para o armazenamento de amostras - cartões FTA® - (WHATMAN, FTA® 

Technology, USA, 2007), vem ganhando destaque. 

 A tecnologia FTA® foi desenvolvida como método alternativo para colheita 

de DNA e estocagem de amostras de sangue em diagnóstico neonatal, sendo 

utilizado posteriormente em reações de PCR para análises médicas e forenses 

(CARDUCCI et al., 1992; VIDAL-TABOADA et al., 2006; FIGUEIRÓ, 2008).  

 Esta tecnologia vem proporcionando avanços nos processos de colheita, 

transporte, purificação e estocagem de amostras, reduzindo assim o custo e o 

tempo necessários para o processamento do DNA, além de facilitar a colheita de 

grandes quantidades de amostras (ORLANDI & LAMPEL, 2000; MAS et al., 2007; 

FIGUERÓ, 2008). 

O cartão FTA® possui uma matriz fibrosa, onde se encontram agentes 

quelantes e desnaturantes adsorvidos, responsáveis por reter e lisar as 

membranas celulares e organelas, eliminando assim o poder infectocontagioso 

dos microrganismos, ao mesmo tempo em que libera o DNA e o imobiliza nas 

fibras da matriz do cartão. Aderidos a este material, estão presentes também, 

desnaturantes de proteínas e outros químicos responsáveis por proteger o DNA 

do ataque de nucleases, da oxidação e dos raios ultravioleta, permitindo a 

conservação do material genético por longos períodos, sob temperatura ambiente 

(ORLANDI & LAMPEL, 2000; GUTIÉRREZ-CORCHERO et al., 2002; 

NDUNGURU et al., 2005; RAJENDRAM et al., 2006; WHATMAN, 2007; OWOR et 

al., 2007).  

 Em decorrência da inativação dos microrganismos patogênicos, os cartões 

podem ser transportados sem qualquer risco biológico, podendo ser enviados aos 
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laboratórios através do serviço postal regular, sem restrições quanto à 

manipulação, tornando-se uma ferramenta muito útil para a coleta de amostras 

biológicas de campo (PURVIS et al., 2006; GLASS et al., 2009; WOLFGRAMM et 

al., 2009). 

O protocolo de colheita e armazenamento do material biológico nos cartões 

FTA® baseia-se apenas na fixação da amostra nas áreas delimitadas do cartão e 

a posterior secagem do material sobre as fibras. Após um curto período de 

secagem da amostra fixada, uma série de lavagens sucessivas são necessárias 

para remover os debris celulares e outros contaminantes não aderidos (SMITH & 

BURGOYNE, 2004; WOLFGRAMM et al., 2009; SANTOS et al., 2010).  

O processo de extração inicia nos próprios cartões FTA®, mas o restante 

do processo de remoção do DNA da matriz fibrosa do cartão envolve um conjunto 

de lavagens com reagentes exclusivos, podendo o cartão ser utilizado 

diretamente na reação de PCR como molde (SMITH & BURGOYNE, 2004).  

Em algumas aplicações, a eluição do DNA é necessária, por isso, foi 

desenvolvida a tecnologia do cartão FTA® Elute, que permite a remoção do DNA 

aderido às fibras do cartão, por meio de um processo simplificado de eluição com 

água destilada e calor, ampliando ainda mais as vantagens da técnica (ORLANDI 

& LAMPEL et al., 2000; WHATMAN, 2009; FIGUEIRÓ, 2008). 

Segundo BECKETT et al. (2008), as amostras armazenadas no cartão 

FTA® apresentam DNA de alta qualidade e cada amostra pode ser usada como 

molde para no mínimo 20 a 30 reações de PCR. Além do baixo custo dos cartões 

FTA®, esta tecnologia permite a realização de diagnósticos rápidos, precisos e 

com aplicações em diferentes áreas da ciência como: na conservação do DNA 

humano (DOBBS et al., 2002), em amostras de DNA de animais selvagens 

(SMITH & BURGOYNE, 2004), para a caracterização molecular de vírus a partir 

de tecidos vegetais (NDUNGURU et al., 2005), caracterização molecular de 

patógenos que acometem aves (PURVIS et al., 2006), a caracterização molecular 

do vírus da raiva (PICARD-MEYER et al., 2007) e na colheita, armazenamento e 

transporte de amostras contendo o vírus da febre aftosa (MUTHUKRISHNAN et 

al., 2008). 

Diante disso, GLASS et al. (2009) com a finalidade de avançar no 

diagnóstico molecular da tuberculose bovina, avaliaram a segurança biológica do 
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material impregnado em cartão FTA®, pesquisando Mycobacterium bovis e 

outras micobactérias viáveis, por até 5 semanas de armazenamento. A eficiência 

do cartão na inativação do agente etiológico foi constatada nas concentrações 

10-3 e 10-4. Contudo, mediante dados parciais, contataram também que nos 

cartões impregnados com soluções mais concentradas (solução mãe) foram 

detectados bacilos viáveis. Entretanto, os resultados preliminares apresentaram-

se promissores para armazenamento do DNA bacteriano nos cartões FTA® visto 

a eficiência na inativação do agente nas concentrações 10-3 e 10-4 do material 

inicial contendo células viáveis de Mycobacterium bovis e de outras 

micobactérias. 

De acordo com SILVA JUNIOR (2008), a utilização de testes diagnósticos 

em rebanhos e, principalmente, em frigoríficos fornece dados sobre a situação 

epidemiológica, permitindo assim a detecção de focos de doenças e a adoção de 

medidas de controle. Conhecendo-se a procedência dos animais de abate, torna-

se possível o acionamento e a integração dos órgãos responsáveis para que 

decisões sejam tomadas, por isso, a integração do serviço de fiscalização e 

monitoramento da Defesa Sanitária com o Serviço de Inspeção de Produtos de 

Origem Animal, pode ser considerada ponto chave para o sucesso das atividades 

propostas pelo PNCEBT, visto a sua atuação tanto na proteção do consumidor 

quanto na vigilância epidemiológica.  

 A inspeção sanitária de carnes realizada em estabelecimentos de abate 

sob fiscalização do Serviço de Inspeção Federal realiza atividades preventivas 

importantes para a saúde pública, pois ao examinar carcaças e vísceras à busca 

de situações anormais que condicionam ou impedem o aproveitamento do 

produto ou matéria prima para o consumo, afasta assim do mercado consumidor 

carnes impróprias que podem ser prejudiciais a saúde humana (SILVA JÚNIOR, 

2008; VIANA et al., 2010.).  

 
2.7  Controle  

 
 As estratégias de controle da brucelose têm como base a redução 

constante do número de focos da doença, além do controle do trânsito de animais 

de reprodução e a certificação de propriedades livres da enfermidade por meio do 
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diagnóstico, sacrifício dos animais positivos e a adoção de medidas ambientais 

(PAULIN & FERREIRA NETO, 2003).  

 A vacinação é empregada com o propósito de reduzir a prevalência da 

doença a baixos custos. Dentre as vacinas vivas mais utilizadas, a vacina B19 

vem sendo amplamente empregada nos programas de controle da brucelose em 

diversos países, inclusive no Brasil (BRASIL, 2006; RIBEIRO et al., 2008). 

 A vacina B19 é produzida com amostra viva atenuada da B. abortus bv. 1 

estirpe B19. Apresenta características importantes tais como: permitir uma única 

vacinação em fêmeas entre três e oito meses de idade conferindo imunidade 

prolongada; previnir o aborto; ser estável e não se multiplicar na presença de 

eritritol; ser atenuada para bovinos, causando reações mínimas após a sua 

aplicação, além de conferir proteção em 70-80% dos animais vacinados 

(NICOLETTI, 1980; PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; BRASIL, 2006).  

 A idade de vacinação deve ser seguida rigorosamente, pois está 

relacionada com a persistência de anticorpos. A vacina B19 deve ser empregada 

somente em fêmeas jovens com até 8 meses de idade, pois, após este período há 

probabilidade de uma grande produção de anticorpos que podem perdurar e 

interferir no diagnóstico da doença após os 24 meses de idade. Não se 

recomenda a vacinação de machos ou fêmeas em gestação, devido à virulência 

residual que a cepa conserva, levando machos a permanecerem com títulos 

vacinais por longos períodos, além da possibilidade de desenvolvimento de 

orquite e artrites. Já em fêmeas prenhes, a vacina pode provocar o aborto, 

principalmente no terço final da gestação (BRASIL, 2006, LAGE et al., 2008). 

  Apesar dos inconvenientes que a vacina apresenta como não possuir efeito 

curativo e induzir a formação de anticorpos persistentes, o que reflete no 

diagnóstico em provas de rotina, gerando resultados falso-positivos, a resistência 

conferida ao rebanho pela vacina B19 reduz de forma significativa a severidade 

dos sinais clínicos, diminuindo a quantidade de agentes patogênicos eliminados 

no ambiente pelos animais infectados (NICOLETTI, 1980; PAULIN & FERREIRA 

NETO, 2003; LAGE et al., 2008). 

 Diante da necessidade de obter uma amostra vacinal que não provocasse 

a indução de anticorpos vacinais, foi desenvolvida na década de 90, a vacina não 

indutora de anticorpos aglutinantes, a RB51. Esta amostra, praticamente isenta de 
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cadeia O, foi obtida por passagens sucessivas da cepa 2308 de B. abortus em 

meios de cultura contendo rifampicina, originando uma mutante permanentemente 

rugosa, reduzindo assim, sua virulência (POESTER et al., 2005; GARCÍA-YOLDI 

et al., 2006; AMAKU et al., 2009).  

 A amostra RB51 possui características de proteção semelhantes à da B19, 

porém, por ser rugosa, previne a formação de anticorpos reagentes nos testes 

sorológicos de rotina, não interferindo portanto, no diagnóstico sorológico da 

enfermidade (POESTER, 2006; LAGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008).  

Em alguns países esta vacina é empregada oficialmente nos programas de 

controle de brucelose, porém no Brasil, a utilização da RB51 está restrita a 

vacinação estratégica de fêmeas adultas (BRASIL, 2006). 

Os programas de controle e erradicação de uma enfermidade são 

estruturados principalmente na interrupção da cadeia de transmissão do agente 

através da eliminação de indivíduos infectados e no aumento do número de 

indivíduos resistentes na população. A vacinação constitui uma poderosa 

estratégia de controle, principalmente quando empregada de forma ampla com a 

utilização da vacina B19 em fêmeas jovens e a vacinação estratégica com RB51 

em fêmeas com idade superior a oito meses. Desta forma, aumenta a cobertura 

vacinal e, consequentemente, diminui a porcentagem de indivíduos suscetíveis, a 

taxa de abortos e a taxa de infecção (LAGE et al., 2008; RIBEIRO et al., 2008). 

Com a redução da prevalência a níveis aceitáveis, a vacinação em massa 

se torna desnecessária e as estratégias de controle são alteradas para medidas 

de erradicação, cujo objetivo consiste na eliminação de todos os focos. A 

identificação destes focos tem como base a detecção de anticorpos no leite; a 

aplicação de testes sorológicos em animais de reprodução sob trânsito e animais 

de reprodução descartados em abatedouros; a busca por produtores informais; a 

investigação de propriedades que apresentam relação epidemiológica com focos; 

a investigação de abortos bovinos e, principalmente, casos de brucelose humana 

(PAULIN & FERREIRA NETO, 2003; LAGE et al., 2008). 
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3  OBJETIVOS  
 
3.1 Geral  

 
 Empregar a técnica de PCR em Tempo Real para a detecção de DNA de 

Brucella spp em fluidos e tecidos de carcaças e vísceras de bovinos com suspeita 

de brucelose, provenientes de matadouros-frigoríficos sob Inspeção Federal, no 

estado de Goiás. 

 
3.2 Específicos 

 

 Aplicar a técnica de PCR em Tempo Real na detecção do DNA de 

Brucella spp em fluidos e tecidos de carcaças e vísceras de bovinos com 

lesões sugestivas de brucelose, provenientes de matadouros-frigoríficos 

sob Inspeção Federal no estado de Goiás, utilizando na colheita de 

amostras, cartões de celulose para armazenamento de material biológico - 

cartões FTA ® Elute; 

 Determinar a frequência de DNA de Brucella spp em lesões 

macroscópicas sugestivas da enfermidade; 

 Avaliar a segurança e rapidez da técnica de PCR em Tempo Real na 

detecção de DNA de Brucella ssp, com vistas a auxiliar em tempo hábil de 

24-48 horas, os médicos veterinários inspetores no critério de julgamento 

de carcaças e vísceras dos animais de abate com brucelose. 
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4   MATERIAL E MÉTODOS 
 
 No período de janeiro a outubro de 2010 foram analisadas 47 amostras de 

tecido animal, colhidas em carcaças e vísceras de 40 bovinos com suspeita de 

brucelose, abatidos em matadouros-frigoríficos sob Inspeção Federal do 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), localizados no 

estado de Goiás. 

 

4.1 Definição de amostra 
  

 Foram consideradas amostras, as alterações macroscópicas sugestivas de 

brucelose em carcaças e vísceras de animais abatidos em estabelecimentos sob 

Inspeção Federal no estado de Goiás.  

 Na colheita de amostras, admitiu-se a tendência de localização das 

infecções brucélicas e definiu-se as principais alterações anatomopatológicas 

como alvo. Assim, colheu-se material de lesões articulares diagnosticadas como 

bursites cervicais, alterações inflamatórias nos testículos, prepúcio, fígado, 

pulmões e linfonodos: mandibular, retrofaríngeo, esofageano, intercostal, apical, 

mediastínico, traqueobrônquico, inguinal, isquiático, poplíteo e mesentérico. 

 

4.2 Diagnóstico de brucelose em estabelecimentos de abate 
 
 O diagnóstico de brucelose foi realizado durante a inspeção sanitária ante-

mortem dos animais, pela observação de sinais clínicos da doença, pelos dados 

epidemiológicos do rebanho e no interior da sala de matança dos matadouros-

frigoríficos, no momento da inspeção sanitária de rotina, ou seja, na inspeção 

post-mortem. 

 
4.3 Colheita de amostras 

 

 Após serem detectadas pelos agentes de inspeção sanitária nas linhas de 

inspeção, as carcaças e vísceras com lesões sugestivas de brucelose, foram 

desviadas do seu fluxo normal e encaminhadas ao Departamento de Inspeção 

Final (DIF). Neste local, os médicos veterinários inspetores, Fiscais Federais 
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Agropecuários, examinaram visualmente todas as lesões, com vistas à 

similaridade com aquelas sugestivas da doença.  

 Nos casos suspeitos, foram realizadas as colheitas das amostras utilizando 

o cartão de celulose FTA® Elute (WHATMAN, FTA® Elute Technnology Inc., USA, 

2009) para armazenamento do material. As amostras foram colhidas e  

transferidas para os cartões com o auxílio de um swab. Após a fixação do material 

na matriz fibrosa, todos os cartões foram identificados com dados relativos às 

características das lesões macroscópicas e em seguida, foram preenchidos 

formulários para solicitação de análises, contendo informações como data e 

pontos de colheita de amostras e a identificação dos animais suspeitos, como lote 

e carcaça, Figura 10, em anexo. 

 Uma vez colhidas, as amostras foram mantidas por cerca de uma hora a 

temperatura ambiente para a secagem do cartão. Em seguida foram 

armazenadas em sacos plásticos esterilizados e encaminhadas juntamente com 

as solicitações de envio de amostras, via correio, ao Laboratório de Biologia 

Molecular do Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinária e 

Zootecnia da Universidade Federal de Goiás (LBM/CPA/EVZ/UFG), localizado na 

cidade de Goiânia - GO.  

 Dados relativos à idade cronológica, sexo e procedência dos animais 

suspeitos foram levantados nos estabelecimentos de abate e nos registros oficiais 

do Serviço de Inspeção Federal e encaminhados ao LBM/CPA/EVZ/UFG, 

juntamente com as solicitações de análise e os cartões contendo as amostras 

colhidas. Em alguns casos, foram encaminhadas fotografias dos casos 

sugestivos, contribuindo com a identificação das amostras. 

 

4.4 Detecção de DNA do gênero Brucella pela reação em cadeia da  
polimerase (PCR) em Tempo Real 

 

4.4.1 Eluição do DNA genômico  
 
 As amostras armazenadas nos cartões FTA® Elute foram processadas de 

acordo com o protocolo do fabricante (WHATMAN, FTA® Elute Technnology, USA, 

2009).  
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 Em cada cartão FTA® Elute podem ser colhidas até quatro amostras, sendo 

uma por círculo. Para a eluição do DNA, foi retirado de cada círculo do cartão, um 

disco de 3 mm de diâmetro com o auxílio do cortador Harris Uni-Core Micro-

Punch, sendo transferido para um tubo de polipropileno de 1,5 mL.  

 Cada disco de papel foi lavado com 500  de água Mili-Q esterilizada por 

meio de homogeneização em Vórtex por 3 vezes durante 5 segundos, seguida  de 

centrifugação a 10.000 rpm por 5 segundos. Após a remoção da água, com o 

auxílio de pipeta automática, adicionou-se ao tubo de polipropileno, 30  de água 

Mili-Q esterilizada, realizando-se a incubação a 95ºC por 30 minutos e posterior 

centrifugação a 10.000 rpm por 5 segundos, obtendo-se o DNA em suspensão. 

 

4.4.2 Quantificação do DNA 
 

Após a eluição do DNA contido nos cartões FTA® Elute, uma alíquota de 1 

 do DNA eluído de cada amostra foi submetida à leitura espectrofotométrica 

nos comprimentos de onda de 260 e 280nm em equipamento Nanophotometer 

(IMPLEN®
, 2008) a fim de avaliar a integridade e a determinação da concentração 

do DNA. 
As amostras que apresentaram concentração de DNA acima de 20ng/µL, 

foram submetidas à diluição com solução T.E. (10mM Tris, 1mM EDTA; pH= 8,0) 

considerando-se a fórmula C. V=C1.V1, onde: 
 

C = é a concentração do DNA obtida na quantificação; 

V = é o volume inicial do DNA concentrado (30 ) menos o volume  

pipetado para a aferição (1 ) correspondendo a um total 29 ; 

C1 = é a concentração de trabalho correspondente a 20ng/ ; 

V1 = é o volume final, sendo que o volume da solução T.E. a ser 

adicionado equivale à fórmula (V1- V). 

 
4.4.3 PCR em Tempo real 

  
 Na reação em cadeia da polimerase (PCR) em Tempo real empregado na 

detecção do DNA de Brucella spp em amostras de tecido animal de bovinos 

suspeitos de brucelose, foram utilizados iniciadores previamente sintetizados e 
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avaliados pelo Laboratório de Biologia Molecular do Centro de Pesquisa em 

Alimentos da Escola de Veterinária e Zootecnia da Universidade Federal de Goiás 

(LBM/CPA/EV/UFG).   

 Os iniciadores e sonda utilizados na detecção do DNA do gênero Brucella 

foram desenhados utilizando a sequência de referência do gene Brucella spp 

B2/94 Bp26 (bp26) e a sequência de inserção IS711 (número de acesso no 

GenBank AF242532.1) (QUADRO 1).  

 

QUADRO 1- Sequências de iniciadores e sonda utilizadas para  amplificação do 
DNA de Brucella spp pela reação em cadeia da polimerase em 
Tempo real  

 

 
PCR Sequências dos iniciadores e sonda 

Fragmento 
Alvo (pb) Primer senso (5` 3`) 

 
Sonda (5` 3`) Primer anti-senso 

(3` 5`) 

Bp26 
gene 
B2/94 

gaagcttgcggacagtcacc 
FAM-

cgaccaagctgcatgctgttgtc- 
TAMRA 

cgctcgcgggtggattg 110 

 
 A sensibilidade analítica foi avaliada previamente por meio da realização de 

diluições decimais seriadas e sucessivas do DNA da B. abortus bv.1 estirpe 

vacinal B19, a partir da diluição 100. Foram preparadas 30 diluições que 

submetidas à PCR em Tempo Real, revelaram amplificação em todas elas, 

demonstrando 100% de sensibilidade dos iniciadores utilizados na reação. 

A especificidade analítica da reação foi avaliada utilizando-se DNA de 

vários microrganismos, muitos deles associados à infecção em bovinos, além do 

DNA humano e de agumas espécies animais, não sendo observado qualquer 

sinal específico. Amostras de DNA de B. abortus 544 (bv.1), B. abortus bv. 3, B. 

ovis 63/290, B. melitensis 16 M (bv.1), B. abortus bv. 1 estirpe vacinal B19 e cepa 

RB51 também foram testadas, comprovando-se a especificidade dos iniciadores 

com 100% de positividade (QUADRO 2). 

 Para a amplificação dos fragmentos alvo, foram utilizadas os seguintes 

componentes: 4,6  de água Mili-Q esterilizada, 10 µL de TaqMan® Universal 

PCR Master Mix (Applied Biosystems), 0,3 µL de cada iniciador (concentração 

 da sonda TaqMan®  2 µL 
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de 10X IPC Mix, 0,4 µL de 50X IPC DNA e 2  de template, totalizando um 

volume final de 20 .  

 

QUADRO 2 - Distribuição das estirpes bacterianas e amostras diversas utilizadas        
como controles no teste de especificidade dos iniciadores 

 

1 -  Escherichia coli 24- Prototheca blaschkeae 
2 -  Clostridium perfringens 25 - Salmonella choleraesuis 
3 -  Clostridium estertheticum 26 - Sangue bovino 
4 -  Enterobacter aerogenes 27 - Sangue de ave 
5 -  Enterobacter cloacae 28 - Sangue caprino 
6 -  Staphylococcus aureus 29 - Sangue ovino 
7 -  Enterococcus faecalis 30- Sangue humano 
8 -  Salmonella Enteritidis 31-   Sangue equino 
9 -  Pseudomonas aeruginosa 32- Complexo M. tuberculosis 
10 -  Pseudomonas fluorescens 33-  Mycobacterium avium 
11 -  Listeria monocytogenes 34- Mycobacterium intracellulare 
12 -  Listeria innocua 35- Mycobacterium fortuitum 
13 -  Lactobacillus acidophilus 36- Mycobacterium bovis 
14 -  Streptococcus pyogenes 37- Vírus da Leucose Enzoótica Bovina 
15 -  Salmonella Typhimurium 38- Cysticercus bovis 
16 -  Campylobacter jejuni 39- Cysticercus cellulosae 
17 -  E. coli O157:H7 40- Clostridium gasigenes 
18 -  Bacillus subtilis 41- B. abortus 544 (bv.1) 
19 -  Bacillus cereus 42- B. abortus (bv.3) 
20 -  Saccharomyces cerevisae 43- B. ovis 63/290 
21 -  Prototheca zopfii 61 44- B. melitensis 16 M (bv.1) 
22-  Prototheca wickerhamii 45- B. abortus bv. 1 estirpe vacinal B19 
23- Prototheca zopfii 62 46- Cepa vacinal RB51 

 

  As condições de amplificação do fragmento alvo estão descritas no 

QUADRO 3:  

 
QUADRO 3 - Condições de amplificação do DNA por meio da reação de PCR em 

Tempo Real 
 

Etapas Tempo 

Pré-PCR/Pós-PCR 60°C por 30 seg. 

Desnaturação inicial 95°C por 10 min. 

40 

ciclos 

Desnaturação 95° C por 15 seg. 

Anelamento 58°C por 1 min. 
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 Os dados de amplificação foram obtidos e analisados por meio do 

equipamento Step One Plus - Real Time PCR System  da Applied Biosystem, 

USA. Após o término da análise, o gráfico emitido pelo software (FIGURA 01) em 

conjunto com os seus respectivos dados foram analisados e comparados com um 

controle positivo interno da reação (IPC  Internal Positive Control). A inclusão do 

IPC nas reações, além de confirmar o rendimento de todos os reagentes, previne 

a ocorrência de resultados falsos negativos decorrentes da possível presença de 

substâncias inibidoras da PCR (APPLIED BIOSYSTEMS,USA, 2008) (FIGURA 1). 

 
 

 
FIGURA 1 - Representação das curvas de amplificação do DNA de Brucella spp e 

do controle positivo interno (IPC) em amostras de lesões sugestivas 
de brucelose  

 

Além do controle positivo interno, cada ensaio foi realizado com controles 

positivos da reação sendo empregados para este fim:   

- Cepas ATCC (American Type of Culture Collection): B. abortus 544 (bv.1), 

B. abortus (bv. 3), B. ovis 63/290 e B. melitensis 16 M (bv. 1), que também foram 

utilizadas na confirmação da especificidade dos iniciadores e sonda; 

- Estirpe vacinal B19: utilizada na determinação da sensibilidade analítica 

da reação de PCR em Tempo Real, no controle positivo das reações e na 

confirmação da especificidade dos iniciadores e sonda. 
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- Estirpe vacinal RB51: utilizada na confirmação da especificidade dos 

iniciadores e sonda, além de controle positivo nas reações de PCR em Tempo 

Real. 

 
4. 5  Análise estatística  

 
 Empregou-se a estatística descritiva com a organização e apresentação 

dos dados por meio de tabelas e quadros (distribuição de frequências e 

porcentagens para variáveis qualitativas). Na estatística inferencial foi utilizado o 

programa SPSS versão 15.0 for Windows, para análise dos dados, sendo 

empregados os testes Exato de Fisher, a fim de comparar as variáveis qualitativas 

através da frequência e de Regressão Logística, para avaliar se os valores da 

variável independente contribuem de forma significativa ou não, e estimar o risco 

que a variável independente representa para a incidência de falhas nesse 

experimento (OR). 
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Positivos
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1  Detecção do DNA de Brucella spp por meio da técnica de PCR em Tempo 

Real 
  

 Quanto à presença do DNA de Brucella spp nos animais suspeitos de 

brucelose durante a inspeção sanitária de rotina, detectou-se por meio da técnica 

de PCR em Tempo Real, 17 animais positivos (42,5%) e 23 negativos (57,5%) 

(FIGURA 2). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 2- Frequência de detecção do DNA de Brucella spp em animais com 

suspeita de brucelose por meio da técnica de PCR em Tempo Real 
 
 
 Em relação à presença de DNA do gênero Brucella em lesões sugestivas 

da enfermidade e oriundas de matadouros-frigoríficos sob Inspeção Federal, a 

reação em cadeia da polimerase em Tempo Real, realizada em 47 amostras, 

detectou 18 positivas (38,3%) para DNA de Brucella spp e 29 negativas (61,7%) 

(FIGURA 3). 

 

 
 
 
 
 
 
FIGURA 3- Frequência de detecção do DNA de Brucella spp em lesões 

sugestivas por meio da técnica de PCR em Tempo Real 
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Diante disso, apesar da frequência positiva de 38,3% para a detecção do 

DNA do agente, pode-se sugerir que a origem das lesões sugestivas 

provavelmente não foi decorrente de infecção brucélica, mas de outras patologias, 

tais como nematódeos, principalmente de Onchocerca spp, além da instalação 

secundária de outros agentes microbianos. De acordo com COSTA et al., (2001), 

a presença de microrganimos na carne pode trazer riscos potenciais à saúde dos 

consumidores, além de prejuízos econômicos devido ao critério de julgamento 

adotado para esses casos: aproveitamento condicional das carcaças. 

 Porém, ao analisar as lesões detectadas nos estabelecimentos de abate e 

nominá-las conforme a maior tendência de detecção do agente pode-se afirmar 

que, as lesões de bursite cervical e as alterações no aparelho genital masculino 

(testículo e prepúcio) são características da enfermidade.  

 Já as alterações hepáticas, pulmonares e de linfonodos, por apresentarem 

menor frequência de detecção do agente, podem ser consideradas como lesões 

não características. Deste modo, ao relacionar a positividade e a negatividade dos 

resultados da PCR em Tempo Real em função da denominação das amostras em 

características ou não, obteve-se diferenças estatisticamente significativas entre 

as variáveis (p<0,05), verificando a maior frequência na detecção do DNA do 

gênero Brucella em amostras características (70,6%), corroborando os relatos de 

OLIVEIRA (2003), ANGREVES (2008) e MINHARRO (2009) que também 

consideraram as lesões de bursite cervical e orquite como lesões sugestivas de 

brucelose (FIGURA 4). 

 No que se refere às frequências de detecção do agente em lesões não 

características, esperava-se que a negatividade nos resultados da PCR em 

Tempo Real fosse maior. Porém, o percentual de positividade para a detecção de 

DNA de Brucella spp de 29,4% reveste-se de grande importância, visto o caráter 

zoonótico do agente. Esse resultado reflete a premência de um diagnóstico 

diferencial entre as alterações macroscópicas inespecíficas detectadas durante a 

inspeção sanitária de rotina nos estabelecimentos de abate.  
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FIGURA 4- Frequências de detecção de DNA do gênero Brucella de acordo com 

lesões macroscópicas colhidas em carcaças e vísceras de bovinos 
 

 Paralelamente, avaliando a Odds Ratio (OR=6,8%) entre a detecção do 

DNA de Brucella spp e os tipos de lesões detectadas em bovinos com suspeita de 

brucelose, verifica-se que os dois tipos de lesões - características ou não 

características - de brucelose, contribuem de forma significativa para a obtenção 

do diagnóstico da enfermidade, tornando-se imperativo o emprego de técnicas 

precisas, seguras e rápidas na detecção do patógeno, a fim de auxiliar os 

médicos veterinários no critério de julgamento de carcaças e vísceras dos animais 

abatidos para consumo. 

   
5.2 Lesões macroscópicas sugestivas de brucelose 

 

 Na Tabela 1 podem ser visualizados os locais das 47 lesões 

macroscópicas sugestivas de brucelose de 40 bovinos, detectadas pelo Serviço 

de Inspeção Federal, bem como as frequências de detecção de DNA do gênero 

Brucella no período de janeiro a outubro de 2010.  
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TABELA 1-  Frequência de detecção de DNA de Brucella spp por PCR em Tempo 
Real em lesões sugestivas de brucelose em bovinos abatidos em 
frigoríficos sob Serviço de Inspeção Federal do estado de Goiás, no 
período de janeiro a outubro de 2010, Goiânia-GO, 2011 

 

Lesões  Positivas Negativas Total  
bursite cervical  9/15  6/15   15 
testículo 2/3  1/3  3 
prepúcio 1/1  1 
fígado 1/1  1 
pulmão 1/1  1 
linfonodo apical  2/2 2 
linfonodo esofageano  2/2 2 
linfonodo inguinal 1/2 1/2 2 
linfonodo intercostal  1/1 1 
linfonodo isquiático  3/3 3 
linfonodo mandibular 1/1  1 
linfonodo mediastínico 1/5 4/5 5 
linfonodo mesentérico  1/1 1 
linfonodo poplíteo  1/1 1 
linfonodo retrofaríngeo 1/7 6/7 7 
linfonodo traqueobrônquico   1/1 1 
TOTAL 18 29 47 

  
 
 Das amostras encaminhadas pelo Serviço de Inspeção Federal, as lesões 

diagnosticadas como bursite cervical apresentaram maior frequência de detecção 

de DNA de Brucella spp (60%) (FIGURAS 5 e 6). Esse resultado encontra-se em 

acordo com o relato de MINHARRO (2008). Segundo a autora, as lesões de 

ligamento cervical denominadas bursites cervicais, por apresentarem alta 

frequência de detecção de B. abortus são consideradas como sugestivas da 

infecção. Encontra também grande ressonância na afirmação de JUBB et al. 

(1993), pois de acordo com esses autores, como as bolsas serosas e bainhas 

sinoviais apresentam pouca vascularização, são consideradas locais de baixa 

resistência orgânica, constituindo-se assim um ambiente favorável à multiplicação 

de microrganismos, principalmente do gênero Brucella, devido às qualidades 

nutritivas e baixo número de leucócitos presentes no líquido sinovial. 
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FIGURA 5 - Lesão positiva para DNA de Brucella spp: bursite cervical em  

bovino, macho, acima de 4 anos 
FONTE: Silva (2010) 

 
 

 
FIGURA 6 -  Lesão positiva para DNA de Brucella spp: bursite cervical em  

bovino, macho, com até 3 anos  
FONTE: Silva (2010) 
 

 Por outro lado, ALMEIDA et al. (2000) ao analisarem 30 amostras de 

bursite cervical por meio de provas sorológicas para a detecção de aglutininas 

antibrucela, constataram que apenas 13,3% (4/30) foram positivas, não havendo 

associação entre o diagnóstico sorológico e bursite cervical, sugerindo que a 

maioria das patologias observadas não apresentavam origem brucélica. 
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 Sabe-se, no entanto que, os métodos indiretos utilizados para diagnóstico 

de brucelose oferecem vantagens quanto a sensibilidade e rapidez na execução, 

porém uma menor especificidade, podendo proporcionar resultados falso-

negativos, visto que a resposta de anticorpos é dependente do estágio de 

infecção durante a colheita de sangue, fato este que pode explicar a ausência de 

correlação entre a lesão sugestiva e o diagnóstico da enfermidade (LEAL- 

KLEVEZAS et al., 2000). 

 Mas, COSTA et al. (2001) analisaram 63 amostras de bursite cervical de 

bovinos pelos métodos de cultivo bacteriológico, sorologia e PCR convencional, e 

verificaram a presença de diversos gêneros bacterianos, de soros positivos para 

brucelose por meio da técnica de soroaglutinação rápida em placa, além da 

amplificação do DNA de Brucella spp em 18,33% (11/60) das amostras. Assim, os 

autores concluíram que a formação das bursites cervicais provavelmente não era 

decorrente da infecção pelo gênero Brucella e incriminaram a presença de 

nematóides, principalmente a Onchocerca spp como causa primária ou principal 

fator desencadeante dos processos inflamatórios (FIGURA 7). 
 
 

 
FIGURA 7 - Ausência de DNA de Brucella spp em lesão de bursite cervical: 

bovino, fêmea, com até 3 anos de idade 
 FONTE: Silva (2010) 
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Porém, vale destacar que ANGREVES (2008) empregando a técnica de 

PCR convencional observou a presença do DNA de Brucella spp em 77,14% das 

70 amostras de bursite cervical de bovinos. Esse resultado assemelha-se ao 

obtido no presente estudo, em relação à amostra analisada - bursite cervical - e a 

frequência de detecção do agente (60%). No que pese a semelhança entre as 

duas técnicas, a PCR em Tempo Real permite o acompanhamento da síntese de 

produtos de amplificação no decorrer da própria reação e não apenas ao final, 

como ocorre na PCR convencional. Permite também monitorar a fluorescência 

emitida durante a reação em cada ciclo de amplificação, gerando resultados com 

maior sensibilidade, precisão, rapidez nas análises, melhor controle de qualidade 

no processo e menor risco de contaminação, já que a reação ocorre em sistema 

tubular fechado, não havendo a necessidade de eletroforese para a visualização 

das amplificações. 

 Relativamente à presença de DNA de Brucella spp em linfonodos, pulmão, 

fígado, testículo e prepúcio, LIRA (2008), também reportou a presença do agente 

nos linfonodos mediastínicos e nos pulmões, sugerindo a possibilidade de 

infecção via respiratória, devido a contaminação dos animais a partir de outros 

animais infectados que se encontram eliminando o microrganismo pela urina. A 

identificação do agente no linfonodo mandibular e retrofaríngeo tem forte relação 

com a contaminação por via oral, considerada a via mais comum de infecção nos 

animais (FIGURA 8). 
 

 
FIGURA 8 - Presença de DNA de Brucella spp em alteração inflamatória  

no linfonodo retrofaríngeo de bovino, macho, acima de 4 
anos 

 FONTE: Silva (2010) 
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 Outra hipótese importante relatada por LIRA (2008) refere-se à ausência de 

alterações visíveis em diversos órgãos e em diversos períodos, contrastando com 

a presença do DNA do agente pela PCR, demonstrando assim que a ausência de 

alterações visíveis não exclui a possibilidade do animal apresentar brucelose e ser 

uma fonte de infecção. 

CAMPOS et al. (2009) pesquisaram as alterações microscópicas em 

linfonodos cervicais de bovinos sorologicamente positivos para brucelose e 

consideraram a reação inflamatória como lesão característica para o diagnóstico 

histopatológico da enfermidade. No exame ante-mortem desses animais, não foi 

observado nenhum sinal clínico que evidenciasse a doença. Do mesmo modo, na 

inspeção post-mortem não foi evidenciada nenhuma alteração nas carcaças, nem 

nas vísceras da cavidade abdominal e torácica, bem como nos linfonodos. 

Entretanto, ao serem encaminhados ao laboratório de patologia, o exame 

macroscópico revelou que 100% dos linfonodos cervicais apresentavam-se 

reacionais e, no diagnóstico histopatológico, alterações de linfadenite crônica, 

porém com intensidade variada, alteração compatível com o quadro de brucelose. 

 Diante do exposto, fica evidente que a ausência de alterações 

macroscópicas em carcaças e vísceras, no momento da inspeção post-mortem no 

decorrer do abate sanitário, não exclui a possibilidade do animal apresentar 

brucelose e constituir uma importante fonte de infecção, enfatizando assim a 

necessidade do monitoramento das enfermidades infectocontagiosas, do 

diagnóstico rápido e do destino correto das carcaças e vísceras dos animais de 

abate (LIRA, 2008; CAMPOS et al., 2009). 

 
5.2.1 Resultados divergentes quanto à presença do DNA de Brucella spp 

 
 Torna-se imperativo destacar que foram analisadas neste estudo amostras 

de 40 animais, porém de 5, foram encaminhadas mais de uma amostra, dentre 

estes, 2 apresentaram resultados divergentes quanto à presença do DNA de 

Brucella. Assim, foram contabilizados apenas os casos positivos dos referidos 

animais (QUADRO 4). 
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QUADRO 4 Dados relativos aos 5 animais que apresentaram mais de uma 
lesão sugestiva de brucelose e resultados da detecção do DNA de 
Brucella spp nas amostras encaminhadas pelo Serviço de 
Inspeção Federal 

 
Animal Sexo Idade Lesões Resultados 

A macho Até 3 anos testículo positivo 
prepúcio positivo 

 
B macho Até 3 anos bursite cervical negativo 

linfonodo mediastínico positivo 

 
C macho Até 3 anos 

 
linfonodo 

traqueobrônquico negativo 
linfonodo esofageano negativo 

linfonodo apical negativo 
 

D macho acima de 4 anos linfonodo isquiático negativo 
linfonodo poplíteo negativo 

 
E fêmea acima de 4 anos linfonodo mediastínico negativo 

linfonodo apical negativo 
fígado positivo 

 

 Os animais identificados como B e E apresentaram resultados divergentes 

quanto à detecção do DNA do agente. No animal B, a ausência do DNA de 

Brucella spp em lesões de bursite cervical pode ser atribuída à destruição do 

material genético do agente no local, provocada pelo sistema imune na tentativa 

de destruição do patógeno ou a lesão teria sido causada por outro microrganismo, 

pois de acordo com COSTA et al., (2001), as lesões caracterizadas como bursites 

podem ser decorrentes da presença de nematóides como a Onchocerca spp que 

desencadeiam processos inflamatórios ligamentares e periligamentares nas 

bainhas sinoviais e bolsas serosas do ligamento nucal, predispondo à instalação 

secundária de outros agentes bacterianos. 

 No caso da fêmea identificada como E (QUADRO 4), foi detectado o DNA 

de Brucella spp apenas no fígado, corroborando com o relato de LIRA (2008). 

Segundo a autora, após a invasão, as brucelas são fagocitadas pelos macrófagos, 

se multiplicam nos linfonodos regionais, atingem a corrente sanguínea 

disseminando-se para diversos órgãos como fígado, baço e linfonodos, porém em 

muitos permanecem de forma temporária, apresentando resultados antagônicos 
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quando analisados em diferentes períodos. Desta forma, a não identificação do 

agente nos órgãos genitais e glândulas acessórias sexuais, sustenta a relação de 

migração e passagens transitórias do agente pelos tecidos, como observado 

neste estudo. 
  

5.3  Caracterização dos animais avaliados 
  

5.3.1 Quanto à procedência dos animais de abate 
 

 Analisando os dados relativos à distribuição dos animais abatidos para 

consumo nos matadouros-frigoríficos sob Inspeção Federal, observa-se que os 

mesmos originaram de vários municípios do estado de Goiás, apresentando uma 

distribuição variável entre as mesorregiões (TABELA 2), (FIGURA 9) e (TABELA 6 

- em anexo). 
 

TABELA 2- Distribuição de frequência dos animais avaliados, segundo as 
 mesorregiões do estado de Goiás, Goiânia, 2011 

 
 

Procedência Animais % 
Norte 2 5,0 

Noroeste 7 17,5 
Leste 5 12,5 

Centro 12 30,0 
Sul 14 35,0 

Total 40 100,0 
  

 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 9 - Frequências de detecção de DNA de Brucella spp quanto à 
 procedência dos animais de abate 
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 Ainda em relação à Tabela 2 e Figura 9, verifica-se que, quando se analisa 

a variável procedência como fator de risco associada à condição de foco, segundo 

o teste de análise de regressão logística, não há diferença significativa entre a 

detecção do DNA de Brucella spp e a procedência dos animais segundo as 

mesorregiões do estado de Goiás (p>0,05). 

 Esse achado encontra respaldo em ROCHA et al. (2009) que ao avaliarem 

a situação soroepidemiológica da brucelose do estado de Goiás, constataram que 

a prevalência da doença foi de 3% para os animais e 17% para focos. Ao 

estratificarem o estado em três circuitos produtores - corte, leite e misto - 

observaram que no circuito 1 (pecuária de corte), que abrange as regiões norte e 

nordeste, a prevalência foi de 1,4% para os animais e 7,7% para focos. O circuito 

2, exploração leiteira, compreendendo as regiões sul e sudeste, apresentou 

prevalência em torno de 2,6% e 19,5% para focos de brucelose. Já o circuito 3  de 

aptidão mista - corte e leite- que compreende as regiões do sudoeste e centro do 

estado, apresentou a maior prevalência quanto à detecção de animais 

sorologicamente positivos 4,3% e 21% para focos. As prevalências de focos de 

brucelose e animais positivos, não apresentaram diferenças significativas nos 

diferentes circuitos, embora haja uma tendência para valores mais elevados nos 

circuitos produtores 2 e 3 e principalmente em propriedades de corte. 

 

5.3.2 Quanto ao sexo  
 

 Na Tabela 3 estão contidos os resultados das frequências de detecção de 

DNA de Brucella spp, em função do sexo dos 40 animais analisados, sendo 36 

machos e 4 fêmeas. Pode-se notar que a maior frequência de ocorrência de 

amostras positivas  desconsiderando o número de animais abatidos de ambos 

os sexos- ocorreu entre os machos, com 82,4% de positividade contra apenas 

17,6% das fêmeas, porém sem diferenças significativas (p>0,05). 
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TABELA 3 - Frequência de detecção do DNA de Brucella spp em função do 
sexo, Goiânia-GO, 2011 

 
PCR Negativo % Positivo % p 
Sexo  

Macho 22 95,7 14 82,4 
Fêmea 1 4,3 3 17,6 0,294 
Total 23 100,0 17 100,0 

                p= significância estatística 
                Teste Exato de Fisher 
 

 No tocante à relação entre machos e fêmeas, os dados obtidos neste 

estudo diferem dos relatados por ALMEIDA et al. (2000), FREITAS & OLIVEIRA 

(2005) e ANGREVES (2008) que reportaram a maior suscetibilidade das fêmeas 

às infecções brucélicas. Mas, vale destacar que não foi considerado neste estudo 

o mesmo número de animais abatidos de ambos os sexos. Se assim fosse, os 

resultados poderiam ser bem diferentes.  

 Segundo dados do IBGE (2010), houve uma redução significativa no abate 

de vacas, visto a retenção de matrizes por parte dos pecuaristas, após o aumento 

contínuo no abate de fêmeas observado no período de 2003 a 2006. Segundo o 

Instituto, desde o ano de 2007, a participação do abate de machos em relação ao 

abate total de bovinos (adultos e jovens) tem sido crescente e acima de 50%. 

Diante da maior quantidade de machos sendo abatidos, aumentou assim a 

possibilidade de identificação de lesões sugestivas nos animais no momento da 

inspeção sanitária no abate, ampliando as chances de detecção do DNA do 

gênero Brucella em machos, como visto neste estudo. 

 Torna-se relevante destacar que, de acordo PAULIN & FERREIRA NETO 

(2003), as fêmeas bovinas possuem maior importância na transmissão e na 

manutenção da brucelose, porém tanto os machos quanto as fêmeas são 

suscetíveis a doença. As fêmeas adultas infectadas eliminam grande quantidade 

de microrganismos do gênero Brucella no ambiente no momento do parto ou 

aborto e também durante o puerpério, constituindo-se nas principais responsáveis 

pela propagação da enfermidade entre os animais. Por isso, o alvo dos programas 

de controle e erradicação da brucelose se baseia na vacinação de fêmeas entre 
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três e oito meses de idade, como um protetor contra a doença (PAULIN & 

FERREIRA NETO, 2003; AMAKU et al., 2009; AZEVEDO et al., 2009) 

  
 

5.3.3 Quanto à idade 
 
 Relativamente à distribuição dos casos sugestivos de brucelose em função 

da faixa etária, verifica-se que a frequência de ocorrência de DNA de Brucella spp 

foi de 58,8% em animais com até 3 anos, porém ao analisarmos as frequências 

entre as faixas etárias, não se encontra diferenças significativas (p>0,05) 

(TABELA 4). De acordo com relatos de ANGREVES (2008), a maior frequência de 

animais positivos esteve entre as fêmeas com média de idade de 48 meses. 

Indubitavelmente, a divergência relativa quanto à faixa etária dos animais 

positivos está relacionada ao sexo dos animais, visto que as fêmeas destinadas 

ao abate, na maioria dos casos são animais de descarte, apresentando 5 anos ou 

mais e os machos por serem abatidos com menor idade, se concentram  na faixa 

de 2 a 3 anos como sugerem SOUTELLO et al. (2003). 

 
 

TABELA 4 - Frequência de detecção de DNA de Brucella spp em função da 
idade, Goiânia-GO, 2011 

 
 

PCR Negativo % Positivo % p 
Idade 

Até 3 anos 16 69,6 10 58,8 
Acima de 4 anos 7 30,4 7 41,2 0,521 

Total 23 100,0 17 100,0 
               p= significância estatística 
               Teste Exato de Fisher 

 
 
  5.4  Método FTA® Elute 
 
 A reação em cadeia pela polimerase em Tempo Real vem sendo utilizada 

na detecção de vários agentes patogênicos presentes nos diversos materiais 

clínicos de origem animal. 
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 Esta técnica vem sendo indicada para detecção de agentes fastidiosos, 

permitindo o diagnóstico em amostras deterioradas ou até mesmo contaminadas 

e, principalmente, no monitoramento de excreção de agentes infecciosos 

(PACHECO, 2007). 

 Dentro deste contexto, a detecção molecular do gênero Brucella apresenta-

se como mais vantajosa em relação às técnicas convencionais, visto a rapidez na 

execução, além da sensibilidade, especificidade e ainda por gerar resultados 

promissores. 

 O método FTA® Elute surge como uma alternativa interessante no 

diagnóstico de DNA de Brucella spp, uma vez que auxilia nos processos de 

colheita, armazenamento, transporte e conservação das amostras, além de 

facilitar a detecção do agente, dispensando técnicas convencionais de isolamento 

do microrganismo, diminuindo assim os riscos de contaminação dos laboratoristas 

pela manipulação do agente, devido à formação de aerossóis e a possilibilidade 

de penetração em pele lesionada e até mesmo íntegra.  

 Com vistas à execução da metodologia empregada neste estudo, 

constatou-se que o emprego dos cartões de celulose  cartões FTA® Elute 

atendeu às expectativas quanto à sua utilização, pois permitiu a detecção do DNA 

do gênero Brucella em amostras provenientes de matadouros-frigoríficos, 

conferindo praticidade no processo de colheita de amostras, visto a pequena 

quantidade de material a ser fixado no cartão, além da rapidez e segurança no 

envio das amostras ao laboratório, devido à inativação dos patógenos que por 

ventura pudessem estar fixados na matriz fibrosa do cartão. 

 Além disso, a utilização do método FTA® proporcionou a redução do custo 

e tempo necessários para o processamento de amostras e obtenção do DNA, pois 

o cartão, ao possuir agentes quelantes e desnaturantes adsorvidos capazes de 

eliminar o poder infectocontagioso dos patógenos, permitiu a liberação do DNA e 

o manteve imobilizado nas fibras da matriz do cartão, eliminando o processo 

convencional de extração de DNA. 

 Deste modo, tornou-se possível obter um diagnóstico rápido e seguro pela 

associação do método FTA® Elute e a PCR em Tempo Real em ambiente de 

abate, atuando como uma excelente ferramenta auxiliar no julgamento de 

carcaças e vísceras dos animais suspeitos de brucelose, podendo ser aplicada 
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para a obtenção de diagnóstico diferencial, como suporte nos critérios adotados 

pela inspeção sanitária de rotina nos estabelecimentos de abate.  
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6  CONCLUSÕES 
 

 

 A técnica de PCR em Tempo real permitiu detectar o DNA de Brucella spp 

de forma segura, rápida e precisa em 42,5% dos bovinos que 

apresentaram lesões sugestivas e em 38,3% das amostras totais, podendo 

ser empregada como método auxiliar de diagnóstico no processo de 

julgamento e destino de carcaças e vísceras dos animais de abate pelo 

Serviço de Inspeção Federal; 

 As lesões consideradas características da enfermidade como bursite 

cervical, alterações no aparelho reprodutor, bem como não características 

como lesões macroscópicas de vísceras e linfonodos, apresentaram 

resultados positivos para Brucella spp. 

 As lesões de bursite cervical apresentaram maior frequência de detecção 

do DNA de Brucella spp revelando assim a importância dessa lesão como 

sugestiva da presença do patógeno e consequentemente para o critério de 

julgamento de carcaças e vísceras a ser adotado pelo médico veterinário 

inspetor. 

 O emprego da técnica de PCR em Tempo Real associada à utilização dos 

cartões de celulose FTA® Elute constitui uma ferramenta importante para 

os médicos veterinários inspetores, pois permite a colheita de amostras e 

remessa de material ao laboratório de forma rápida e segura, além do 

sequestro de carcaças e, principalmente, a adoção de um critério de 

julgamento preciso por obter em tempo hábil de 24-48 horas o diagnóstico 

das lesões sugestivas detectadas durante a inspeção sanitária de abate.  
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TABELA  5  - Determinação das variáveis analisadas quanto à detecção do 

DNA   de Brucella spp em bovinos abatidos suspeitos de 
brucelose,  Goiânia, 2011 

 
Fator Animais % 
Sexo 

Macho 36 90,0 
Fêmea 4 10,0 
Total 40 100,0 
Idade 

Até 3 anos 26 65,0 
Acima de 4 

anos 14 35,0 

Total 40 100,0 
Procedência 

Norte 2 5,0 
Noroeste 7 17,5 

Leste 5 12,5 
Centro 12 30,0 

Sul 14 35,0 
Total 40 100,0 

Lesão Abate 
Não 22 55,0 
Sim 18 45,0 
Total 40 100,0 
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TABELA 6 - Distribuição de frequência dos animais avaliados e de 

positivos quanto à detecção do DNA de Brucella spp, 
segundo os municípios  de origem, Goiânia, 2011 

 
 
Municípios  

Número de 
animais 

Resultados 
positivos 

Acreúna-GO 2 - 
Amaralina-GO 1 1 
Amorinopolis-GO 2 1 
Anápolis-GO 1 - 
Campo Limpo-GO 1 - 
Cezarina-GO 1 - 
Cristalina-GO 1 1 
Faina-GO 1 - 
Goianira-GO 1 - 
Goiás Velho-GO 1 - 
Iaciara-GO 1 1 
Ipameri-GO 1 1 
Itaguaru-GO 2 1 
Jataí-GO 3 1 
Jussara-GO 2 - 
Mara Rosa-GO 1 1 
Montes Claros de Goiás  1 - 
Morrinhos 1 1 
Nazário 1 - 
Nova Veneza-GO 1 1 
Novo Mundo-GO 1 1 
Padre Bernardo-GO 1 1 
Panamá-GO 1 1 
Pires do Rio-GO 2 1 
Posse-GO 1 1 
Sanclerlândia-GO 2 - 
Santa Cruz de Goiás 2 - 
Silvânia-GO 1 - 
Taquaral de Goiás 1 1 
Terezópolis-GO 1 - 
Vila Boa-Go 1 1 
Total  40 17 

 
 
 
 

 


