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RESUMO 

 

A pecuária na região nordeste do Brasil é uma das principais fontes de renda e 

alimentos para a população que habitam as áreas rurais. Porém, ainda é bastante 

comum à ausência de tecnologias sobre os rebanhos explorados, principalmente na 

criação de caprinos e ovinos. As técnicas de manejo ainda são bastante rusticas, as 

medidas sanitárias deixam de ser aplicadas por não existir informações 

epidemiológicas das criações. Desta forma, objetivou-se isolar e identificar espécies 

do gênero Mycobacterium spp. a partir de amostras de leite e abscessos encontrados 

no exame post mortem de caprinos, ovinos e bovinos, no município de Petrolina-PE e 

região. Neste estudo foram avaliados 272 caprinos oriundos de rebanhos leiteiros, 

679 caprinos de corte, 1.838 ovinos deslanados e 105 bovinos de leite organiza 

melhor estes números... Para o cultivo de micobactérias as amostras de leite e os 

abscessos foram descontaminadas (método de Petrof), cultivadas em meio 

Lowenstein Jensen (LJ) contendo piruvato ou glicerol. No diagnóstico diferencial das 

amostras de abscessos foram cultivadas em meio Agar Sangue 5%. A identificação 

molecular de Mycobacterium spp. foi realizada com a utilização da técnica de Reação 

em cadeia de Polimerase (PCR) onde foram utilizados primers que amplificam parte 

do gene hsp65. As amostras positivas para micobactérias foram submetidas ao 

sequenciamento de DNA. O cultivo no meio LJ foram isolados micobactérias em 1,9% 

(2/106) das amostras de abscessos, 0,4% (1/272) das amostras de leite caprino e 

1/105 (1,0%) no leite bovino.  Com PCR direta das amostras clínicas foram 

visualizada amplificação para parte do gene hsp65 em 0,9% (1/106) das amostras de 

abscessos e 1,8% (5/272) das amostras de leite de cabras. No sequenciamento 

nenhuma espécie do complexo Mycobacterium tuberculosis foi identificada, porem, 

foram identificadas micobactérias não tuberculosas de relevância a saúde humana. 

 

Palavras-Chave: micobactérias, diagnóstico, cultivo, biologia molecular, ruminantes. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A pecuária é uma das atividades mais antigas praticadas no Brasil, sendo 

realizada desde o início da colonização pelos portugueses. Nas últimas décadas tem-

se observado grandes avanços no setor agrícola e pecuário brasileiro, a exemplo, da 

produção de carne de frangos, suínos e bovinos, bem como na produção de leite 

bovino (FAO 2008). 

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE, 2010) 

apontaram uma produção média de 3 bilhões de litros de leite no ano 2009, com 22,9 

milhões de vacas ordenhadas, correspondendo o valor de 10,9% do rebanho efetivo 

brasileiro daquele ano. Outras culturas, além da bovinocultura também vêm se 

firmando na pecuária brasileira. Para Resendes et al. (2008) a criação de caprinos e 

ovinos vem sofrendo grandes modificações nos diversos elos da cadeia produtiva, 

ocorrendo devido a expansão do mercado interno e externo. 

O rebanho caprino-ovino brasileiro é o maior da América do Sul e o oitavo 

maior rebanho do mundo, com cerca de 27,041 milhões de cabeças. A região 

nordeste é detentora do maior rebanho nacional, onde se encontra mais de 91% dos 

caprinos e 56% dos ovinos. Alguns municípios da microrregião de Petrolina-PE são 

citados como detentores dos maiores rebanhos de caprinos e ovinos do Brasil (IBGE, 

2011). 

Essas culturas desempenham importantes funções socioeconômicas na região 

semiárida do nordeste, gerando renda e como fonte de proteína de alta qualidade 

(carne e leite) para as famílias. Sendo responsáveis, também, por manter os gastos 

de milhares de produtores.  

Apesar dos avanços na criação de ruminantes no Brasil, vários problemas 

sanitários ainda são muito comuns (NOBREGA JUNIOR et al., 2008), a exemplo das 

enfermidades de origem bacteriana, fúngica e/ou viral (LORES et al., 2005; JARDIM 

et al., 2006). Dentre as doenças de origem bacteriana, o gênero Mycobacterium spp. 

destaca-se por reunir espécies com grande potencial patogênico tanto para os 

animais como para os seres humanos (OLIVEIRA et al., 2010). (OLIVEIRA et al., 

2010). 

Esses micro-organismos caracterizam-se por apresentar na parede celular 

grande quantidade de lipídios. Os lipídios são responsáveis por estabilidade ácida e 

propriedades patogênicas e imunológicas (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003). 



Apresentam taxa de crescimento lento, com tempo de geração variando entre 2 e 20 

horas (QUINN et al., 1994).  

Essas bactérias possuem afinidade com os gêneros Nocardia, 

Corynebacterium e Rhodococcus. As micobactérias, além de estarem envolvidas na 

etiologia da tuberculose, podem também está envolvida em outras enfermidades dos 

seres humanos e animais (JONES et al., 2000). Entre elas o M. avium subsp. 

paratuberculosis, M. leprae e M. abcessus, que estão envolvidos com 

paratuberculose nos ruminantes, hanseníase e doenças oportunistas, 

respectivamente (HARRIS & BARLETTA, 2001; CARDONA-CASTRO et al., 2005). 

O M. bovis é o principal agente etiológico da tuberculose bovina, como 

também dos caprinos e ovinos. Acreditou-se por muito tempo que os caprinos e 

ovinos apresentassem resistência ao M. bovis, porém estudos revelaram a 

ocorrência da tuberculose tanto nos caprinos como nos ovinos em alguns países, 

com os primeiros relatos na Europa e na África (MALONE et al., 2003; PINHEIRO et 

al., 2007; BENESI et al., 2008). Os animais afetados pelo M. bovis geralmente são 

assintomáticos ou podem apresentar sintomas característicos como emagrecimento 

progressivo, tosse, dispneia, aumento de linfonodos, redução na produção, entre 

outros (OLIVEIRA et al., 2007). 

A disseminação dessa doença nos rebanhos ocorre principalmente pelas vias 

oral e respiratória, sendo os rebanhos criados em sistema intensivo os mais 

acometidos. O maior rigor das medidas sanitárias nos abatedouros e na 

pasteurização do leite junto a outras técnicas como os testes intradérmicos e 

sorológicos, tem contribuído na redução da tuberculose (COSIVI et al., 1998). Além 

das infecções pelas bactérias do complexo M. tuberculosis, o isolamento de 

micobactérias não tuberculosas (MNT) a partir de amostras clínicas também tem se 

tornando muito freqüente nos últimos anos (TORTOLI, 2009).  

Considerando a escassez de informações referente às infecções por 

micobactérias nos ruminantes de produção criados na região do Vale do São 

Francisco, e a importância deste gênero bacteriano para a saúde pública, objetivou-

se isolar e identificar espécies do gênero Mycobacterium spp. a partir de amostras 

de leite e abscessos encontrados no exame post mortem de caprinos, ovinos e 

bovinos, no município de Petrolina-PE e região.  

 



 

2. REFERENCIAL TEÓRICO  
 
2.1. Bovinocultura 
 

O rebanho bovino brasileiro apresentou em 2011 um crescimento de 1,6% em 

relação a 2010 (209,5 milhões de cabeças), totalizando um efetivo de cerca de 212,8 

milhões de cabeças. Neste ano de 2011, o Brasil ocupava a 2ª posição mundial em 

rebanho de gado bovino, atrás da Índia, cujo rebanho era de 324,5 milhões, cerca de 

1,5 vezes maior que o brasileiro e, na sequência, destacaram-se China e os Estados 

Unidos (IBGE, 2012). 

O crescimento do rebanho bovino ocorreu com maior intensidade, entre 2010 e 

2011, nas regiões Nordeste (2,9%), Sudeste (2,8%) e Norte (2,7%), onde se 

destacaram os estados do Pará e Rondônia. Quanto ao aumento na produção dos 

produtos de origem animal, a atividade leiteira teve um crescimento de 4,5%. Em 

2011, a região Nordeste do Brasil apresentou um rebanho bovino com 29,5 milhões 

de cabeças. Com relação ao estado de Pernambuco, este apresentou um número 

estimado de 2,5 milhões de cabeças (IBGE, 2012). 

A bovinocultura leiteira na região do Vale do São Francisco ainda é pouco 

expressiva no contexto da produção estadual (NEVES et al., 2011). Em 2007, 

produziu aproximadamente 10,8 milhões de litros de leite de vaca, o que representou 

apenas 1,7% da produção do estado. Segundo Yamaguchi et al. (2009), o sertão do 

São Francisco pernambucano apresentou redução da produtividade em 1,9 % nos 

últimos dez anos. Neves et al. (2011) estudando as características dos produtores e o 

sistema de produção de leite de vaca em Petrolina-PE, observou que existem muitas 

falhas nas propriedades produtoras de leite deste município. Essas falhas estão 

relacionadas principalmente ao manejo sanitário, procedimentos de higiene na 

ordenha e resfriamento do leite, podendo acarretar prejuízos econômicos e danos à 

saúde pública, uma vez que existe o risco de zoonoses serem transmitidas pelo 

consumo de leite ou dos produtos lácteos. 

Em relação à sanidade dos bovinos, Domingues & Langoni (2001) relatam a 

importância do manejo sanitário com o intuito de minimizar e eliminar a incidência de 

enfermidades no rebanho, visando aumento na produção e produtividade. A 

deficiência do manejo sanitário pode acarretar doenças no plantel, levando a gastos 



com medicamentos e, consequentemente, a prejuízos econômicos e diminuição na 

lucratividade da fazenda (VIEIRA, 2008).  

 
2.2.  Caprino e ovinocultura 
 

O efetivo de caprinos e ovinos no Brasil somou 27,041 milhões de cabeças em 

2011. Destes, 9,379 milhões de cabeças de caprinos estão, em sua maioria, 

localizados na região semiárida do Nordeste. O estado da Bahia detém 29,2% do 

efetivo desta espécie, seguido por Pernambuco, com 20,5%, e Piauí, com 14,7% 

(IBGE, 2011). 

Já o efetivo de ovinos apurado em 2011 foi de 17,662 milhões de cabeças, 

representando aumento de 1,6% em relação ao número registrado em 2010. O 

estado do Rio Grande do Sul detém 22,6% do rebanho nacional, sendo 

acompanhado pelo estado da Bahia com 17,4% e, Ceará com 12,1%. No Rio Grande 

do Sul, a principal finalidade do rebanho é a produção de lã, enquanto na Região 

Nordeste é a produção de carne (IBGE, 2011). 

Nas últimas décadas o setor primário da economia brasileira vem sendo 

beneficiado pelo crescimento vertiginoso da produção de caprinos e ovinos em 

diversas linhas de produção. Por exemplo, a participação de cortes e carcaças de 

ovinos na importação tem aumentado significativamente, sinalizando um aumento de 

consumo interno, mas também uma maior exportação de produtos industrializados 

(SILVA, 2002). 

A criação de caprinos e ovinos no nordeste vem se modernizando, podendo-se 

observar criatórios comerciais bem organizados, com grandes estruturas de produção 

e na maioria das vezes, com agregação de valor, através do beneficiamento e 

comercialização dos produtos (RIBEIRO, 1997). Porém, ainda são comuns os 

sistemas de produção voltados para subsistência, onde os animais são a principal 

fonte de proteína, principalmente para aquelas populações localizadas em regiões 

áridas, já que os caprinos têm elevada adaptabilidade às condições edafoclimáticas 

do semiárido brasileiro.  

 A produção e a produtividade desses animais podem ser influenciadas por uma 

série de fatores, destacando-se aqueles de origem nutricional, de manejo em geral e 

sanitária. Segundo Ribeiro (1998) para se obter bons resultados produtivo e 

econômico na criação, é de suma importância a condição sanitária do plantel. Se a 



saúde não estiver bem, haverá queda na produção, comprometimento da reprodução, 

gastos veterinários e em alguns casos morte do animal. 

No que se refere aos problemas de ordem sanitária, destacam-se as doenças 

de origem infecciosa e parasitária, sendo responsáveis por inúmeras perdas 

econômicas, devido à baixa na produção de carne e/ou leite, além das altas taxas de 

mortalidade (VIEIRA et al., 1999). Nesse contexto, surgem as enfermidades causadas 

por vírus e bactérias, que representam uma ameaça ao desenvolvimento da 

caprinovinocultura brasileira.  

 Desta forma faz-se necessário o desenvolvimento de estudos sobre 

caracterização zoosanitária nos rebanhos brasileiros, estudos epidemiológicos que 

determinem a incidência e prevalência das principais enfermidades, desenvolvimento 

e uso de métodos moleculares para identificação e tipagem dos patógenos, técnicas 

para diagnóstico diferencial e quantificação dos prejuízos oriundos dos problemas 

sanitários (PINHEIRO et al., 2000). 

 
2.3 Mycobacterium spp. 
 

As micobactérias estão agrupadas taxonomicamente no filo Actinobacteria, 

Ordem Actinomycetales, Família Mycobacteriaceae e Gênero Mycobacterium. Na 

década de 90 foram descritas várias novas espécies neste gênero. Atualmente já 

foram descritas mais de 100 espécies no gênero Mycobacterium (CORRÊA & 

CORRÊA, 1992; GARRITY, et al., 2004). 

São bacilos ácido-resistentes em forma de bastão, aeróbios, imóveis, não 

formadores de esporos, catalase positiva e com exigências nutricionais complexas. 

Espécies diferem em tamanho, por exemplo, os Mycobacterium bovis e M. avium 

subsp. avium são delgados e atingem até 4 micrômetros de comprimento, enquanto 

os de M. avium subsp. paratuberculosis são largos e geralmente têm menos de 2 µm 

de comprimento (QUINN et al, 2005, HOLT et al., 1994 ). 

São intracelulares, que infectam e proliferam-se no interior de macrófagos. A 

velocidade de crescimento entre as espécies do gênero é bastante variável, 

diferenciando-as entre os grupos de crescimento lento e rápido. Outra propriedade 

das micobactérias é a retenção de fucsina básica pela parede celular, mesmo na 

presença de álcool e ácido, conferindo-lhes a designação de bacilos álcool-ácido 

resistentes( BAAR) (TRABULSI, 2005). 



As células das micobactérias são ricas em lipídios. Os lipídios são 

responsáveis por estabilidade ácida, propriedades patogênicas e imunológicas. As 

camadas sub superficiais de cadeia-longa dividem-se em ácidos micólicos, e seus 

ésteres constituem uma grande quantidade de lipídios na parede celular. A 

estabilidade ácida depende de alguma forma destes constituintes da parede celular. 

Os ácidos micólicos são ligados à camada de peptidoglicano interior pela via dos 

arabinoalactanos (HIRSH & ZEE 2003). 

Esses micro-organismos são moderadamente resistentes ao calor, podendo 

ser inativados pela pasteurização. Apresentam uma alta resistência à maioria dos 

desinfetantes comuns. Podem sobreviver no meio ambiente por longos períodos de 

tempo (por mais de dois anos), sob condições favoráveis (DUFFIELD & YOUNG 

1985). Segundo Zanon et al. (1974) alguns fenóis orgânicos conseguem matar as 

micobactérias em meia hora, quando utilizados em concentrações a 3%.  

O gênero é representado por espécies do complexo Mycobacterium 

tuberculosis e M. leprae além de outras, normalmente saprófitas, conhecidas como 

micobactérias não tuberculosas (MAZA et al., 1999; KATOCH 2004). As 

micobactérias não tuberculosas (MNT), ao contrário das outras espécies do gênero, 

apresentam patogenicidade variável (UEKI et al., 2005; FREITAS et al., 2003). As 

infecções causadas pela MNT são conhecidas como micobacteriose, que nos animais 

tem como principais causadores, os membros do complexo Mycobacterium avium-

intracellulares e por outras micobactérias menos definidas, como o M. kansasii, M. 

fortuitum, M. aquae, M. cookii, M. scrofulaceum e outras (RADOSTITD et al., 2002). 

Alguns estudos vêm revelando o potencial patogênico de algumas espécies 

das MNT isoladas de infecções em animais e seres humanos (PEDRO et al., 2008; 

TORTOLI, 2009). Duarte (2010) encontrou uma frequência de 12% de MNT em 

amostras de pulmões e linfonodos de bovinos condenados pela inspeção, na 

microrregião de Feira de Santana-BA e destacou que estes micro-organismos podem 

vir a desenvolver infecções nos animais e serem humanos, além de interferir nos 

resultados de diagnóstico imunológico da tuberculose. 

Algumas das MNT encontram-se também agrupadas no Complexo M. avium, a 

exemplo do M. avium subespécie paratuberculosis, responsável pela paratuberculose 

ou doença de Johne. Esta é uma doença infecciosa entérica e crônica que afeta com 

maior frequência os bovinos, ovinos e caprinos (KRUZE et al, 2006). Essa 

enfermidade tem importância mundial, visto que proporciona prejuízo econômico, 



principalmente nos rebanhos leiteiros, por aumentar os custos sanitários (COSTA et 

al, 2010), e também por tratar-se de uma zoonose. Pesquisadores indicam o M. 

avium subespécie paratuberculosis como responsável pela íleocolite granulomatosa 

em humanos, conhecida como doença de Crohn (CHIODINI & ROSSITER 1996). 
No Brasil, a primeira publicação sobre a ocorrência da doença é referente à 

espécie bovina e foi realizada em 1915, no estado do Rio de Janeiro. Outros quatro 

relatos foram feitos no mesmo estado (SANTOS & SILVA, 1956; DACORSO FILHO et 

al., 1960; SILVA & PIZELLI, 1961; SILVA, 1968). A doença também foi relatada nos 

estados de Minas Gerais (NAKAJIMA et al., 1991); Santa Catarina (PORTUGAL et 

al., 1979); Rio Grande do Sul (RAMOS et al., 1986; DRIEMEIER et al., 1999) e 

Pernambuco (MOTA et al., 2007). Recentemente, foi diagnosticado o primeiro caso 

da doença em búfalos no Brasil, especificamente no estado de Pernambuco (MOTA 

et al., 2010). Medeiros et al (2012), encontraram anticorpos para paratuberculose em 

10% dos bovinos avaliados no sertão paraibano. No ano 2010 foi relatado o primeiro 

caso da infecção pelo Mycobacterium paratuberculosis de forma natural nos 

pequenos ruminantes do Brasil (OLIVEIRA et al, 2010).  

Também na Paraíba, foi avaliada a frequência de anticorpos para 

paratuberculose em pequenos ruminantes, sendo encontrados 48,3% em caprinos e 

50,63% em ovinos (MEDEIROS et al. 2012). Para os autores, a alta frequência deve-

se ao confinamento ou semi-confinamento em condições higiênicas que favorecem a 

transmissão da enfermidade (MEDEIROS et al. 2012). Esses resultados confirmam a 

existência das doenças causadas pelas micobactérias nos ruminantes da região 

nordeste do Brasil. 

 

2.4. Tuberculose em bovinos 
 

 A tuberculose é uma doença infecciosa e crônica que acomete várias espécies 

de animais, inclusive os bovinos. O agente etiológico da tuberculose nos bovinos 

pertence ao complexo Mycobacterium tuberculosis. Este, além de infectar os bovinos 

pode ser transmitido para outros mamíferos e seres humanos, constituindo risco a 

saúde pública (DE LA RUA-DOMENECH, 2006). 

O complexo Mycobacterium tuberculosis é composto pelas espécies 

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum, Bacille 

Calmette-Guérin  (BCG), Mycobacterium microti, Mycobacterium canetti, 



Mycobacterium caprae e Mycobacterium pinnipedii. Dentre esses, os M. tuberculosis 

e o M. bovis destacam-se por serem os agentes causadores da tuberculose humana 

e bovina, respectivamente (FIGUEIREDO et al., 2008). 

Outro grupo de importância no diagnóstico da tuberculose bovina é o complexo 

Mycobacterium avium-intracellulere, o qual inclui as espécies M. avium e M. 

intracellulare. Esses micro-organismos provocam reações cruzadas no teste da 

tuberculina, técnica oficial utilizada no diagnóstico da tuberculose bovina (DVORSKA 

et al., 2004).  Infecção por M. avium também pode provocar lesões 

piogranulomatosas nos bovinos. Essas lesões podem persistir nos linfonodos 

mesentéricos, meninge, útero e úbere, sendo esporádicos casos de tuberculose 

pulmonar aberta (RADOSTITS et al., 2002). 

A tuberculose nos bovinos é caracterizada pelo desenvolvimento de lesões 

granulomatosas específicas e progressivas ou tubérculos no tecido pulmonar, 

nódulos linfáticos ou outros órgãos (AYELE et al., 2004). Essa enfermidade 

representa várias perdas para a economia de um país, pois acarreta a morte e 

sacrifício de animais, diminui o rendimento de carne e leite dos bovinos e impõe 

barreira entre países.  Sendo, a baixa produtividade e a condenação de carcaças em 

matadouros consideradas as principais perdas causadas pela doença (RUGGIERO et 

al., 2007). 
Um animal tuberculoso pode apresentar de 10 a 25% de queda na sua 

capacidade produtiva. Estudos também revelam que as perdas na produção de vacas 

leiteiras infectadas com a tuberculose podem chegar a 18% da produção (KANTOR; 

RITACCO, 1994; ROXO, 1996). Entre outras perdas, também ligadas à doença, estão 

a redução na fertilidade dos animais, eliminação de animais de alto valor zootécnico e 

custos com os testes de diagnósticos e com as medidas de controle (COUSINS et al., 

2004; BRASIL, 2006). 

A transmissão dessa doença se dá principalmente pelas vias respiratória ou 

digestória. Para Neill et al. (1991), a infecção pela inalação pode ocorrer pelo contato 

com um único bacilo da tuberculose. Essas vias, pelas quais os bovinos são 

infectados, têm influência de diversos fatores como: idade, meio ambiente e práticas 

de manejo adotadas na propriedade. A via orofaríngea é o principal caminho de 

contaminação para bezerros jovens que se alimentam de leite proveniente de vacas 

tuberculosas (NEILL et al., 1994). 

Os bovinos acometidos pelo M. bovis, na maioria das vezes, não apresentam 



sintomas, mas, quando estes estão presentes são representados pelo 

emagrecimento progressivo, aumento de linfonodos, redução na produção, sinais 

respiratórios caracterizados por dispneia, tosse e corrimento nasal seroso ou 

purulento, entre outros. Animais com sinais clínicos de tuberculose apresentam uma 

evolução de vários meses e morrem por emaciação. Na maioria dos animais 

infectados a enfermidade é subclínica, mas pode ocasionar maiores perdas 

(RADOSTITS et al., 2002). 

As lesões iniciais da tuberculose bovina localizam-se no denominado complexo 

primário, que nos animais infectados pela via respiratória, encontra-se nos linfonodos 

bronquiais e mediastínicos e parênquima pulmonar. Quando os animais são 

infectados pela via digestiva o complexo primário localiza-se, preferentemente, nos 

linfonodos mesentéricos. As lesões primárias também podem se disseminar, afetando 

outros órgãos (RIET-CORREA & GARCIA, 2001). 

O diagnóstico da tuberculose bovina pode ser realizado a partir de achados 

clínicos, teste sorológico, cultivo bacteriano e através da reação em cadeia de 

polimerase (PCR). Porém, o método de diagnóstico mais utilizado para a detecção de 

animais tuberculosos é a prova da tuberculina, que pode ser realizada de três formas: 

teste simples cervical, teste cervical comparativo ou teste da prega caudal. 

Entre 1989 e 1998 dados de notificação oficiais de tuberculose bovina indicam 

uma prevalência média nacional de 1,3% de animais infectados (BRASIL, 2006). 

ROXO (2004), citada por KANTOR E RITACCO (2006), estimou as seguintes 

prevalências de animais reativos à tuberculina: a região Norte com 3,62%; Nordeste 

com 3,31%; Centro-Oeste com 0,37%; Sudeste com 0,92% e Sul com 0,58%. 

Para o controle da tuberculose bovina no Brasil foi criado, no ano de 2001, o 

Programa Nacional de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose Animal – 

PNCEBT, o qual foi aprovado pela secretaria de defesa agropecuária, do Ministério da 

Agricultura, pecuária e abastecimento, sendo a Instrução Normativa n° 6, de 8 de 

janeiro de 2004, o Regulamento Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006; BRASIL, 2009). 

Os principais objetivos do regulamento são reduzir a prevalência e a incidência 

da tuberculose e certificar um número elevado de estabelecimentos de criação, nos 

quais o controle e erradicação destas enfermidades sejam executados com rigor e 

eficácia, objetivando aumentar a oferta de produtos de baixo risco para o mercado 

consumidor. Para bovinocultura leiteira foram empregadas medidas sanitárias como o 

teste cervical simples, o teste confirmatório cervical comparativo e abate de animais 



reagentes em frigorífico com inspeção sanitária (BRASIL, 2009). 

 
2.5. Tuberculose em caprinos e ovinos 
  

As micobactérias são micro-organismos de grande interesse na sanidade dos 

pequenos ruminantes. Vários estudos vêm mostrando o envolvimento de bactérias 

deste gênero na sanidade dos caprinos e ovinos no mundo (KORMENDY et al., 1989;  

ANDERSON & KING, 1993; SALDANHA et al., 2005; LOSINGER, 2006). Dentre as 

espécies do gênero que podem causar doenças nesses animais, destacam-se as 

espécies do complexo Mycobacterium tuberculosis, responsáveis pela tuberculose 

nos mamíferos. 

As doenças causadas por Mycobacterium spp. acarretam vários impactos 

negativos, tanto na pecuária nacional e como mundial. Principalmente porque muitas 

dessas bactérias apresentam potencial zoonótico (CHAMBERLIN et al., 2001; GUMI 

et al., 2012), além das implicações econômicas, que na sua maioria são derivadas da 

diminuição na produção de leite e carne dos animais infectados (CVETNIC et al., 

2007;. LOBUE et al., 2010).  

Para Bernabé et al. (1991), a tuberculose dos caprinos compartilha os 

mesmos sinais clínicos, aspectos patológicos, agente etiológico, epidemiologia e o 

caráter zoonótico da tuberculose nos bovinos. Acredita-se que a principal fonte de 

infecção dos caprinos para a tuberculose seja a presença de bovinos infectados com 

o M. bovis em área próxima a criação de caprinos (PUGH, 2005). 

Esses pequenos ruminantes quando afetados com o M. bovis apresentam 

tosse seca, emagrecimento progressivo, diarréia e ocasionalmente a morte. No 

exame anatomopatológico são observados frequentemente lesões caseosa, 

localizadas principalmente nos pulmões, linfonodos mediastino e/ou linfonodos 

mesentéricos (CRAWSHAW et al., 2008;. QUINTAS et al., 2010; SHARPE et al., 

2010). 

Segundo Bezos et al. (2009), a tuberculose em caprinos (causada pelo 

Mycobacterium caprae e M. bovis) tornou-se uma grande preocupação nos últimos 

anos por causa de sua alta prevalência nos rebanhos caprinos de alguns países 

europeus e também pelo potencial de transmissão para outros animais e seres 

humanos. 



Quanto aos ovinos, há relatos da ocorrência da tuberculose em muitos países 

como EUA, Inglaterra, Nova Zelândia, África, Irlanda e Alemanha, sendo o 

diagnóstico da tuberculose realizado pelo achado de lesões típicas em necrópsias ou 

análises histopatológicas, isolamento bacteriológico, levantamentos da doença em 

inspeção nos abatedouros e por meio do teste tuberculínico (BARTON & ACLAND, 

1973; CORDES et al., 1981; DAVIDSON et al., 1981). 

Alguns fatores podem influenciar a maior ocorrência da tuberculose nos 

pequenos ruminantes. Entre esses, destacam-se o tamanho do rebanho (onde 

propriedades que possuem um número maior de animais (>25) ficam mais propícias a 

ocorrência da doença), à criação de bovinos associados com os mesmos e às 

propriedades que não realizam o teste tuberculínico nos bovinos (PIGNATA et al.,  

2009). Objetivando determinar a prevalência da tuberculose caprina, Pignata et al. 

(2008) realizaram a tuberculinização, através do teste comparativo cervical (TCC) em 

1.866 caprinos oriundos de 84 propriedades no Estado da Paraíba, sendo observada  

prevalência em 0,47% dos animais avaliados. No mesmo estudo a prevalência das 

propriedades positivas no TCC para a tuberculose caprina foi de 10,71 %. 

No estado de Pernambuco, estudos vêm sendo realizados desde 2005 com o 

objetivo de elucidar a etiopatogenia de síndromes respiratórias que ocorrem em 

caprinos leiteiros. Inicialmente, foram identificados caprinos reagentes ao teste 

tuberculínico em 7,7% dos animais avaliados (MELO, 2008), alertando-se, inclusive, 

para a possibilidade de sua intercorrência com a tuberculose bovina. Melo et al. 

(2012), em um estudo avaliando os aspectos nosológicos, radiológicos, anátomo-

histopatológicos, baciloscópicos e biomoleculares da tuberculose em caprinos 

leiteiros no estado de Pernambuco, descreveram o primeiro caso de diagnóstico 

molecular com caracterização do envolvimento do Mycobacterium bovis na 

tuberculose caprina no Brasil. 

Com base nas últimas descobertas sobre a tuberculose caprina no Brasil, Melo 

et al. (2012) destacam o surgimento de um novo paradigma na sanidade caprina 

nacional, junto a novos desafios para as autoridades sanitárias, comunidade científica 

e produtores. Isso não apenas pelos prejuízos econômicos causados pela doença, 

mas, também pelas possíveis implicações na saúde pública. 

 
2.6. Tuberculose e micobacterioses em humanos  

 



A tuberculose humana é uma doença infecciosa e contagiosa, causada por 

algumas micobactérias do Complexo Mycobacterium tuberculosis, também 

denominado de bacilo de Koch, incluindo M. bovis, M. africanum e principalmente M. 

tuberculosis (TRABULSI, 2005). 

Em 1993, a Organização Mundial da Saúde (OMS) declarou a tuberculose 

como emergência mundial, devido ao recrudescimento da doença principalmente em 

países em desenvolvimento, permanecendo como a maior causa de morte por 

doença infecciosa em adultos no mundo. Segundo estimativas da OMS, um terço da 

população mundial está infectada pelo M. tuberculosis em risco de desenvolver a 

doença.  O Brasil ocupa o 17º lugar entre os 22 países responsáveis por 82% do total 

de casos de tuberculose no mundo. A OMS considera que o Brasil detectou 88% de 

casos novos em 2010, sendo que anualmente notificam-se no Brasil 

aproximadamente 85 mil casos de tuberculose sendo que, destes, 71 mil são casos 

novos. Além disso, morrem cerca de 4.600 pessoas com tuberculose no país por ano 

(SINAN/MS, 2010).  

Em relação a infecção por M. tuberculosis em pessoas portadoras do vírus da 

AIDS, a OMS relata que cerca de 10 milhões de pessoas estão co-infectadas com o 

HIV e a tuberculose. A tuberculose é a infecção oportunista mais comum, que afeta 

indivíduos HIV soropositivos. É também a causa mais comum de morte em pacientes 

com AIDS, sendo que isso ocorre principalmente por falhas na detecção de casos e 

falta de adesão dos pacientes ao tratamento (DUSZA et al., 2009). 

Para Maddocks et al. (2009), após o início da epidemia da AIDS ocorreu um 

ressurgimento da tuberculose no mundo, além do surgimento de M. tuberculosis 

resistente e multirresistente aos medicamentos. As principais causas que podem ter 

levado a seleção de linhagens de M. tuberculosis resistentes a um ou mais fármacos 

foram situações como a monoterapia, prescrição imprópria e/ou falta de colaboração 

do paciente para o uso do esquema terapêutico recomendado no tratamento da 

tuberculose (ROSSETTI et al., 2002). 

Estudos mostram que a resistência dos M. tuberculosis aos antimicrobianos 

está na maioria das vezes ligada a mutações gênicas, e com habitual alteração no 

sítio alvo do fármaco (WENGENACK  et al., 1998; MORLOCK et al., 2000). Segundo 

Zhang et al. (1992) os M. tuberculosis multirresistentes surgem após uma sequência 

de mutações nos diferentes genes envolvidos com cada um dos fármacos. 



A principal maneira de transmissão da tuberculose no homem dá-se através de 

gotículas infectantes, que se propagam através do ar. Quando estas gotículas são 

inaladas por pessoas sadias, provocam a infecção tuberculosa e o risco de 

desenvolver a doença (BRASIL, 2002). Em pacientes com tuberculose ativa, a tosse 

caracteriza sintomas de inflamação pulmonar crônica, além de ser o principal 

mecanismo de disseminação do micro-organismo para novos hospedeiros. Esses, 

expelidos pela tosse, espirro ou perdigotos são propelidos do pulmão para o ar, 

podendo permanecer em suspensão durante algumas horas (TRABULSI, 2005). 

Segundo Ayele et al. (2004), o M. tuberculosis é amplamente conhecido como 

grande causador da tuberculose humana, no entanto, uma proporção desconhecida é 

causada pelo M. bovis. Isso é explicado pela limitação dos métodos de diagnóticos 

usados em muitos laboratórios, onde a técnica não consegue distinguir M. bovis de 

M. tuberculosis. 

Para Ruggiero et al. (2007) a transmissão do M. bovis ao homem dá-se 

principalmente pela ingestão de alimentos contaminados, tendo como um agravante, 

a escassez de dados sobre prevalência deste agente tuberculoso na população. Um 

levantamento realizado dos anos 1954 a 1970 estimou que 3,1% da tuberculose no 

homem têm como agente causador o M. bovis (COSIVI et al., 1998). Estudos 

mostram que em países onde a tuberculose bovina não é controlada, os casos nos 

seres humanos ocorrem em sua maioria em pessoas jovens, e essa infecção pode 

ser oriunda do consumo de leite ou produtos lácteos contaminados (DANKNER et al, 

1993.; COSIVI et al., 1998). 

A utilização da baciloscópia direta como único método de diagnóstico da 

tuberculose em humanos, explica em parte, a baixa taxa de notificação do M. bovis 

como agente causador da tuberculose, isso porque a técnica não é capaz de 

diferenciar as espécies do gênero Mycobacterium spp. (COSIVI et al., 1998). 

Além do Complexo M. tuberculosis, outras espécies do gênero Mycobacterium 

spp. vem sendo citadas como patogênicas ao seres humanos. O complexo 

Mycobacterium avium, por exemplo, compreende algumas micobactérias capazes de 

causar infecções em diversas espécies de seres vivos, incluindo humanos. Tais 

infecções podem ser assintomáticas, clinicamente significantes e, em alguns casos, 

fatais (COSTA et al., 2010). 

Várias outras micobactérias também estão frequentemente sendo envolvidas 

em infecções hospitalares (GARCÍA-CÍA & ESTEBAN, 2006; BARNES et al., 2004). O 



M. abcessus já foi isolado de infecções após procedimentos cirúrgicos e também 

após traumas com lesões expostas (RIVERA-OLIVERO et al., 2006; GUSMÃO et al., 

2005). O M. lacticola recentemente foi isolado e identificado por testes moleculares 

em amostras de sangue de uma criança imunossuprimida, que apresentava febre 

constante. Neste mesmo estudo também foi observado que o M. lacticola apresenta 

homologia de 99,5% (2-bp diferença) na região do gene hsp65 com o M. 

neoaurum (KISKA et al., 2004). As infecções por M. neoaurum é rara, os casos 

existentes são de pacientes imunodeficientes que passaram por tratamento por via 

venosa (WASHER et al., 2007). 

Nos Estados Unidos da América foi identificada uma nova cepa patogênica de 

micobactéria, classificada como M. iranicum. Esse micro-organismo foi isolado de 

uma mulher previamente diagnosticada com encefalite viral e com infecções 

respiratórias, incluindo, faringite e bronquite. A confirmação veio pelo sequenciamento 

da região 16S rDNA (BALAKRISHNAN et al., 2012). 
 

2.7. Formas de Diagnóstico da Tuberculose 

 

O diagnóstico da tuberculose in vivo pode basear-se nos achados clínicos, 

teste de tuberculina, ensaio para detecção do interferon-gama e na demonstração 

dos micro-organismos em exsudatos ou secreções, por meio do isolamento ou pela 

reação da polimerase em cadeia (PCR). Após a morte do animal, o diagnóstico 

presuntivo pode ser realizado pelo exame histopatológico de órgãos com lesões 

macroscópicas sugestivas de tuberculose (JONES et al., 2000; ALMEIDA et al., 

2004). 

O método mais confiável e inequívoco, para o diagnóstico de doenças 

acarretadas por bactérias, é o isolamento e a identificação do agente etiológico. No 

entanto, essa prática torna-se pouco viável para o uso rotineiro do diagnóstico da 

tuberculose e outras doenças causadas por bactérias do gênero Mycobacterium spp. 

devido, principalmente a dificuldade na obtenção de amostras e na demora do 

crescimento destes micro-organismos (ALMEIDA et al., 2004). 

Um dos desafios atuais para os países em desenvolvimento é a 

disponibilização de metodologia que assegure a distinção entre M. bovis e M. 

tuberculosis, para o acompanhamento da disseminação de M. bovis em humanos e 



para a elaboração de uma análise fiel da situação epidemiológica da tuberculose nas 

várias regiões (RUGGIERO et al., 2007). 

 

2.7.1. Exames Clínicos 
 

A maioria dos animais acometidos pelo M. bovis não apresenta sinais clínicos 

visíveis. Mas, em casos em que os animais apresentam extensas lesões 

tuberculosas, pode-se visualizar um emagrecimento progressivo, apetite caprichoso 

e temperatura oscilante. A pelagem pode-se mostrar áspera ou macia e os animais 

acometidos tendem a se tornar mais submissos e apáticos, porém os olhos 

permanecem brilhantes e alertas (RADOSTITS et al., 2002). 

 Podem observar-se linfonodos periféricos, principalmente os da cabeça e os 

pré-escapulares, consideravelmente aumentados de tamanho. Na maioria dos 

animais infectados a enfermidade é subclínica, mas pode ocasionar perdas entre 

10% e 25% na produção de carne ou leite (RIET-CORREA, 2001). 

O envolvimento pulmonar é caracterizado pela presença de tosse crônica 

devido à broncopneumonia. A tosse nunca é ruidosa nem ocorre em paroxismos. O 

animal tosse apenas uma ou duas vezes em um período, sendo tal tosse baixa, 

suprimida e úmida. Nos estágios avançados, quando a grande área pulmonar se 

mostra destruída, tornam-se evidentes a dispneia, a frequência aumentada e a 

respiração profunda (RADOSTITS et al., 2002). 

 

2.7.2. Achados Macroscópicos 
 

O achado característico da tuberculose é geralmente o granuloma nodular 

não vascularizado conhecido como “tubérculo”. Essas lesões tuberculosas ocorrem 

com maior frequência nos pulmões e nos gânglios linfáticos retrofaríngeos, 

brônquicos e mediastínicos. As lesões podem também ser encontradas nos nódulos 

linfáticos mesentéricos, fígado, baço, serosas, pleura e outros orgãos (BLOOD & 

RADOSTIS, 1989; NEILL et al., 1994). 

Habitualmente, o aspecto macroscópico de um tubérculo (esteja ele situado 

profundamente no tecido mole como o fígado e pulmão, ou salientando-se de uma 

superfície mucosa ou serosa) é o de um nódulo firme ou duro, branco, cinzento ou 

amarelo. Nas secreções de corte, seu centro é necrosado e caseoso, de cor 



amarelada, seco e sólido, contrastando com o pus que ocorre num abscesso. A 

calcificação é comum em muitos animais tuberculosos e ao seccionar um tubérculo 

nota-se uma sensação arenosa e rangente, que indica a presença de material 

calcário (JONES et al., 2000). 

Melo et al. (2012), estudando a ocorrência da tuberculose em caprinos, 

observaram que os achados anatomopatológicos foram caracterizados 

principalmente por lesões pulmonares (71%), focais (29%) ou difusas (43%).  

Macroscopicamente foi observada consolidação do parênquima pulmonar, com a 

presença de lesões nodulares salientes e difusas, de tamanho variado e coloração 

amarelada. Ao corte, as lesões apresentavam consistência e aspecto friável, com 

endurecimento num plano mais profundo, coincidindo com áreas de calcificação e de 

consistência. 

 

2.7.3. Coloração de Ziehl-Neelsen 
 

Predominantemente, os bacilos da tuberculose têm forma de bastonete, com 

cerca de 0,5 µm de largura e comprimento variável. As micobactérias, embora sejam 

Gram-positivas do ponto de vista citoquímico resistem, com frequência, à coloração 

com Gram. Sua propriedade mais marcante de coloração é a estabilidade ácida, daí 

surge uma forma diferenciada de coloração destes micro-organismos, que é realizada 

a partir de uma solução de 3% de HCl em etanol (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003). 

Essa técnica é denominada coloração de Ziehl-Neelsen. 

Como já relatado, o método de Ziehl-Neelsen (ZN) baseia-se na álcool-ácido 

resistência característica das micobactérias. Sua utilização é recomendada pelo 

Ministério da Saúde para todos os laboratórios que realizam o diagnóstico da 

tuberculose pulmonar, uma vez que possibilita a identificação dos BAAR (BRASIL, 

2008). 

A técnica de coloração de ZN também deve ser utilizada no auxílio do 

diagnóstico da tuberculose dos animais. Essa técnica é caracterizada pela rapidez 

do seu resultado, porém tem uma baixa especificidade, pois essa coloração não 

consegue distinguir os vários membros da família Mycobacteriaceae (VITALE et al., 

1998). 

 

2.7.4. Exame Histopatológico 



 

Devido às várias limitações nos testes utilizados para identificar a tuberculose, 

o diagnóstico definitivo em um rebanho requer evidências claras do Mycobacterium. 

Essas evidências podem ser confirmadas a partir dos resultados da cultura 

bacteriológica, métodos moleculares e/ou no exame histopatológico (THOEN et al., 

2009; MEDEIROS et al., 2010).  

Para Pignata et al. (2009) no exame histopatológico, mais precisamente nos 

pulmões de caprinos tuberculosos, podem ver observados múltiplos granulomas com 

centro necrótico e áreas de mineralização circundada por macrófagos, células 

gigantes tipo Langhans, células epitelióides e plasmócitos, espessamento dos septos 

alveolares com infiltrado de células mononucleares além de infiltrado de neutrófilos, 

com material eosinofílico na luz dos brônquios. No fígado são observados granuloma 

com centro necrótico, presença de calcificações envoltas por macrófagos, células 

gigantes epitelióides e plasmócitos. 

Além da presença de células epitelióides, plasmócitos e das células gigantes 

tipo Langhans, que são a fusão de vários macrófagos, na periferia da lesão são 

observados monócitos e linfócitos, além de proliferação de tecido fibroso, que tenta 

encapsular a lesão. E com a coloração de Ziehl-Neelsen como já descrita, é possível 

observar as bactérias ácido-álcool resistentes na lesão (RIET-CORREA & GARCIA, 

2001). 

A histopatologia das lesões, além de ser um instrumento de diagnóstico, 

também fornece informação sobre as respostas imunitárias do hospedeiro (POLLOCK 

et al. 2005). 

 
2.7.5. Diagnóstico Alérgico Cutâneo 

 

O teste imunológico indireto de tuberculinização é o método diagnóstico padrão 

para identificar os animais tuberculosos (OIE, 2000). Esse teste vem sendo utilizado 

para o diagnóstico da tuberculose bovina desde um século atrás. 

O regulamento técnico do programa nacional de controle e erradicação da 

brucelose e tuberculose descreve três técnicas no diagnóstico indireto da tuberculose, 

sendo elas: teste cervical simples, teste da prega caudal e o teste cervical 

comparativo. O teste cervical simples (TCS) é o teste recomendado de rotina. Nele o 

derivado proteico purificado (PPD) bovino é inoculado na região cervical ou escapular 



do animal, onde na interpretação, os resultados podem ser negativo, inconclusivo ou 

positivo para tuberculose (BRASIL, 2009). 

O teste cervical simples é o método padrão para o diagnóstico da tuberculose. 

No entanto, estudos atuais sugerem que um único teste não é suficiente para detectar 

todos os animais infectados pelas micobactérias, particularmente quando os animais 

de um rebanho apresentam diferentes estágios de infecção (MEDEIROS et al., 2012). 

O teste da prega caudal é utilizado como teste de rotina, exclusivamente em 

estabelecimentos de criação de bovinos de corte. A tuberculina é inoculada por via 

intradérmica, de seis a dez centímetros da base da cauda, na junção das peles pilosa 

e glabra. Os animais reagentes poderão ser submetidos a teste confirmatório, num 

intervalo de 60 a 90 dias, ou destinados ao sacrifício ou destruição. Já o teste cervical 

comparativo é o teste confirmatório utilizado em animais reagentes aos testes de 

rotina (BRASIL, 2009). 

Mesmo sendo o isolamento do agente o “padrão ouro” para o diagnóstico da 

tuberculose, para Bombonato et al., (2010), onde se almeja o controle e erradicação 

da tuberculose, o diagnóstico pelo teste cervical comparativo (TCC) deve ser 

considerado nas decisões de destino dos animais. 

Os animais que são incoclusivos no teste de tuberculinização em países como 

Estados Unidos (USDA, 2004) e Brasil (BRASIL, 2009), de acordo com a legislação 

podem ser mantidos nos rebanhos por periodo de 60 a 90 dias até realização de 

novos testes. O sacrificio só é obrigátório após um ou dois novos testes positivos. 

Para Zarden et al. (2012), os bovinos com testes inconcluvisos devem ser 

imediatamente sacrificados, pois representam risco de infecção para outros animais e 

para o homem. 

Os programas de controle da tuberculose caprina de alguns países europeus, 

como a Espanha, tem como princípio, a aplicação do teste tuberculínico. Nestas 

regiões esse teste deve ser implemetando, com objetivos de reduzir a tuberculose 

nos pequenos ruminantes e ao mesmo tempo diminuir o risco de transmissão do 

agente infeccioso para outros animais (GORTÁZAR et al., 2005;. MATOS et al., 

2010). 

Vários estudos vêm sendo realizados para avaliar a sensibilidade do teste de 

tuberculina no diagnóstico da tuberculose caprina. Esses resultados mostram uma 

ampla gama de valores dependendo do teste (53,2-71% para o teste intradérmico 



simples e 29,2-83,7% para teste intradérmico comparativo) (WOOD et al., 1991; 

LIÉBANA et al., 1998; ÁLVAREZ et al., 2008). 

Bezos et al. (2010) avaliando a especificidade de teste alérgico cutâneo para o 

diagnóstico da tuberculose em caprinos, observaram uma especificidade adequada 

do teste quando realizado em caprinos de rebanhos livres da tuberculose. Os 

mesmos autores também destacam alguns fatores que podem acarretar impactos 

negativos no diagnóstico da tuberculose, como por exemplo, infecção por 

Corynebacterium pseudotuberculosis e vacinação da paratuberculosis. 

 

2.7.6. Isolamento Bacteriano 
 

O diagnóstico bacteriológico é considerado um teste "padrão ouro", porém o 

diagnóstico final só é concluído após algumas semanas.  Além disso, requer a 

descontaminação das amostras antes do cultivo além de meios de culturas 

específicos e ricos visando proporcionar melhor crescimento das micobactérias 

(CORNER, 1994; PINTO et al., 2002). 

Os principais fatores que influenciam no sucesso do isolamento de 

micobactérias, são: a escolha do meio de cultura, os procedimentos de 

descontaminação e as condições de incubação. O M. bovis é uma bactéria que 

requer meios enriquecidos para o crescimento primário, sendo o meio Stonebrink (a 

base de ovos) um dos mais indicados. Os meios a base de ágar enriquecidos com 

soro ou sangue tuberculose ou B83, também são indicados, porém são susceptíveis 

ao crescimento de contaminantes mesmo que a amostra a ser cultivada tenha sido 

previamente descontaminada (CORNER, 1994; ALMEIDA et al., 2004). 

Os meios de cultura mais indicados no cultivo do M. tuberculosis são 

Lowenstein Jensen, Petragnani e Middlebrook 7H10 e 7H11. Já os mais utilizados 

para isolamento do M. bovis são Stonebrink e Lowenstein Jensen com 0,5% de 

piruvato (KONEMAN, 2001; ZARDEN et al., 2012). 

Nos centros de saúde pública da maioria dos países em desenvolvimento, o 

meio de cultura utilizado para isolar Mycobacterium é o Lowenstein-Jensen, porém 

esse meio pode apresentar dificuldades para o crescimento do M. bovis, isso porque 

sua composição é isenta de piruvato de sódio. O Lowenstein-Jensen é comumente 

usado para o isolamento de M. tuberculosis (GRANGE, 1996).   



Para Biberstein & Hirsh (2003) os bacilos da tuberculose crescem melhor em 

meios orgânicos complexos como Lowenstein-Jensen que contém, entre outros 

ingredientes, ovos inteiros e fécula de batata. Meios ácidos oléico-albumina, como o 

ágar Middlebrook 7H10, também é usado para o isolamento de Mycobacterium, com 

frequência, em combinação com o Lowenstein-Jensen. A presença de glicerol ou 

pirutavo de sódio, nos meios de cultura são utilizadas para difereciação prévia de 

algumas espécies, onde o glicerol favorece o desenvolvimento de M. tuberculosis 

mas não o de M. bovis.  

 
2.7.7. Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) 
 

As técnicas de biologia molecular para amplificação de ácido 

desoxirribonucleico (DNA), como no caso de reação em cadeia da polimerase (PCR), 

baseiam-se na síntese enzimática orientada por oligonucleotídeos iniciadores, 

denominados primers. Esses oligonucleotídeos correspondem a uma porção 

conhecida da sequência do DNA que a enzima termoestável DNA-polimerase utiliza 

para sintetizar e amplificar o DNA molde (LEMOS, 2006). 

O desenvolvimento da técnica de PCR foi um dos principais avanços 

tecnológicos ocorridos nas últimas décadas e tem permitido o estudo da expressão 

gênica e o diagnóstico de doenças genéticas, neoplásicas e infecciosas (RUGGIERO 

et al., 2007). 

Quanto ao emprego da PCR para o diagnóstico da tuberculose nos animais, 

vários estudos vêm mostrando metodologias variadas para identificar bactérias do 

gênero Mycobacterium spp., inclusive as do complexo Mycobacterium tuberculosis 

(VITALE et al., 1998; BRUNELLO et al., 2001).  

As limitações encontradas nas diversas técnicas de diagnóstico da tuberculose 

têm justificado a intensidade nas pesquisas pelos métodos moleculares (RORING et 

al., 2000; ZANINI et al., 2001). Estudos também mostram que os métodos 

moleculares em combinação com outras técnicas de diagnóstico, como por exemplo, 

a cultura, aumentam a sensibilidade e a especificidade para identificação do M. bovis 

no diagnóstico da tuberculose (DE LA RUA-DOMENECH 2006; FIGUEIREDO, 2012). 

Para Ruggiero et al., (2007) a técnica de PCR, assim como outras 

metodologias moleculares, não substituem os métodos clássicos de diagnóstico, 

todavia, auxiliam nos exames laboratoriais da tuberculose permitindo uma expressiva 



redução no tempo necessário para a confirmação do diagnóstico esclarecendo, 

assim, a natureza das lesões sugestivas de tuberculose. 

Várias regiões do genoma das micobactérias vêm sendo estudadas com o 

objetivo de identificar regiões específicas para o gênero ou espécie-específica dentro 

do gênero. Os fragmentos mais comuns para identificação do gênero Mycobacterium 

spp. estão contidos no gene 16S rRNA (BODDINGHAUS et al., 1990) e no gene 

hsp65 (DEVALLOIS et al., 1997; BRUNELLO et al., 2001). 

Já os fragmentos genômicos com maior utilização na identificação espécie- 

específica do complexo de M. tuberculosis são as sequências de inserção IS6110 

(THIERRY et al., 1990) e IS1081 (COLLINS et al., 1991) além do gene MPB70 

(COUSINS et al., 1991). 

Diversas metodologias, através da PCR, vêm sendo empregadas para o 

diagnóstico da tuberculose. Uma delas é a PCR multiplex que emprega, em uma 

mesma reação, vários conjuntos de pares de primers específicos para determinadas 

regiões do genoma bacteriano, sendo bastante útil para diferenciar as micobactérias 

do complexo M. tuberculosis (RUGGIERO et al., 2007). 

Outra ferramenta molecular que vem sendo bastante pesquisada para 

identificação das micobactérias é Polymerase Chain Reaction and Restriction Enzyme 

Analysis (PRA) (POURAHMAD et al., 2009). Em 1993 Telenti e colaboradores 

descreveram o método PRA hsp65, que se baseia na amplificação de um fragmento 

de 439 pares de base do gene Heat Shock Protein de 65 kDa (hsp65). O produto 

amplificado é digerido com duas enzimas de restrição, BstE II e Hae III, e os 

fragmentos obtidos são visualizados por eletroforese em gel de agarose. 

 
2.8. Diagnóstico Diferencial 
 

Como a tuberculose não apresenta um sintoma patognomônico, ela pode ser 

confundida com várias outras enfermidades. Entre essas enfermidades deve-se fazer 

o diferencial de actinobacilose (ROSENBERGER et al., 1989; SMITH, 1993; 

RADOSTITS et al., 2002), actinomicose (ROSENBERGER et al.,1989), doença do 

trato respiratório superior (SMITH, 1993; RADOSTITS et al., 2002), pneumonias 

micóticas (SMITH, 1993), leucose bovina e linfadenopatia (RADOSTITS et al., 2002). 

Para Salazar (2005) lesões com caraterísticas de infecção por M. bovis, 

descritas no diagnóstico clínico e achados de necropsia, suscitam diagnóstico 



diferencial, pois podem estar presentes também nas infecções por Corynebacterium 

pyogenes, Actinomyces bovis, A. lignieri, por fungos, na infestação por larvas de 

parasitas e/ou em alguns processos neoplásicos. 

Segundo Andrade et al. (1991) os granulomas actinomicóides são semelhantes 

aos granulomas encontrados na tuberculose dos animais. Nos bovinos, a infecção 

pelo A. pyogenes é frequentemente citada como causadora de abscessos hepáticos, 

aparentemente, agindo em sinergismo com Fusobacterium necrophorum 

(NARAYANAN et al., 1998). 

O diagnóstico da tuberculose no post mortem, avaliando a presença de 

abcessos nos órgãos internos quase sempre é difícil. Por exemplo, estudos mostram 

que entre os envolvidos nas causas de abcessos hepáticos, pode-se destacar as 

bactérias do gênero Fusobaterium, Corynebacterium spp., Staphylococcus sp. e 

Streptococcus sp. (LECHTENBERG et al., 1998; NAGARAJA & LECHTENBERG, 

2007). 

Dentre os pequenos ruminantes uma enfermidade que pode ser muitas vezes 

confundida com a tuberculose é a linfadenite caseosa. Essa doença é causada pela 

bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, porém, outros agentes também podem 

infectar os linfonodos, tais como: Staphyloccoccus spp., Streptococcus spp., 

Aeromonas spp., Morexilla spp., Pasteurella spp. e Micrococcus spp (ZAVOSHTI et 

al., 2012). O C. pseudotuberculosis é um bacilo Gram-positivo, pleomórfico, aeróbio, 

que cresce em ágar sangue em 24-48 horas e causa hemólise. Nos ruminantes esses 

micro-organismos podem causar abscessos nos linfonodos, que apresentam pus de 

consistência caseosa ou caseopurulenta, de cor esverdeada ou branco-acizentada 

que aparece em lâminas concêntricas e está rodeado por uma cápsula fibrosa (RIET-

CORREA 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 



3. Artigo 1 

 

Isolamento e identificação molecular de Mycobacterium spp. em leite bovino e 
caprino na microrregião de Petrolina-PE  

 

 
Resumo 
 

O semiárido brasileiro tem alcançado grandes avanços na produção de ruminantes 

com a incorporação de novas tecnologias, porém, esses rebanhos ainda são 

severamente afetados por inúmeras doenças. Dentre os agentes causadores de 

doenças nos ruminantes domésticos, destacam-se bactérias do gênero 

Mycobacterium spp. Com este trabalho, objetivou-se isolar e identificar 

Mycobacterium spp. em amostras de leite provenientes de caprinos e bovinos da 

microrregião de Petrolina-PE. Foram avaliadas 272 amostras de leite de caprinos e 

105 de leite de bovinos. As amostras foram descontaminadas (método de Petrof), 

cultivadas no meio Lowenstein Jensen (LJ) contendo piruvato ou glicerol e avaliadas 

semanalmente por um período de 120 dias para a identificação microbiológica de 

Mycobacterium spp.. Para a identificação molecular de Mycobacterium spp. presente 

nas amostras de leite foi realizada a Reação em cadeia de Polimerase (PCR) de 

parte do gene hsp65. As amostras com resultados positivos na PCR foram 

sequenciadas. No cultivo do leite foram visualizados crescimentos no meio de cultura 

Lowenstein Jensen com piruvato em 1/272 (0,4%) das amostras caprina e 1/105 

(1,0%) bovina. Na PCR, houve amplificação de DNA de Mycobacterium spp. em 1,8% 

(5/272) das amostras de leite de cabras, não sendo obtidas amostras de leite bovino 

positivas. No sequenciamento nenhuma espécie do complexo Mycobacterium 

tuberculosis foi identificada. No entanto, foram identificadas bactérias da espécie M. 

iranicum, um agente com grande potencial patogênico em humanos, sendo pela 

primeira vez identificada no Brasil e em produtos de origem animal. 
 

Palavra-chave: Micobactérias; diagnóstico; ruminantes; semiárido. 

 

  

 



1. Introdução 

 

A criação de ruminantes no nordeste brasileiro tem alcançado avanços com a 

incorporação de novas tecnologias de convívio com o semiárido e assim contribuindo 

com uma melhor qualidade de vida do sertanejo. Porém, esses rebanhos são 

severamente afetados por inúmeras doenças de origens diversificadas (PINHEIRO et 

al., 2000). Dentre os agentes causadores de doença nos ruminantes domésticos, 

destacam-se bactérias do gênero Mycobacterium spp. (TSCHOPP  et al., 2011). Este 

gênero inclui o complexo Mycobacterium tuberculosis, que compreende os principais 

causadores da tuberculose nos mamíferos (ARANAZ et al., 2003; CRAWSHAW et al., 

2008; KASSA et al., 2012) e, as micobactérias atípicas que estão frequentemente 

envolvidas em outras infecções dos animais e humanos (GARCÍA-CÍA & ESTEBAN, 

2006; GUSMÃO et al., 2005). 

A tuberculose é uma das mais importantes enfermidades dos ruminantes, isto em 

decorrência dos prejuízos que pode causar na produção animal e também por se 

tratar de uma zoonose (ZARDEN et al., 2006). As perdas na produção animal estão 

relacionadas à redução na capacidade produtiva, na fertilidade animal, além de 

custos nos testes de diagnóstico e eliminação de animais de alto valor zootécnico 

(ROXO, 1996; BRASIL, 2006). Esta enfermidade é uma antropozoonose, que tem 

como principais vias de eliminação as gotículas de aerossóis e o leite dos animais 

infectados (WILKINS et al., 2008). O leite e seus derivados, quando contaminados e 

não tratados, oferecem forte risco de transmissão da tuberculose ao homem (GOOD 

& DUIGNAN, 2011). Figueiredo et al. (2007) estimam que 50% a 60% do leite 

produzido no Brasil é comercializado sem qualquer controle sanitário, atribuindo 

sérios riscos de transmissão de várias doenças ao homem, inclusive a tuberculose. 

O perfil epidemiológico das doenças causadas por micobactérias nos rebanhos de 

produção leiteira da microrregião de Petrolina é desconhecido. Desta forma objetivou-

se com este trabalho isolar e identificar Mycobacterium spp. a partir de amostras de 

leite provenientes de caprinos e bovinos da microrregião de Petrolina-PE.   

 

2. Material e Métodos 
 

2.1. Animais avaliados 
 



Foram avaliadas 272 cabras e 105 vacas oriundas de 27 propriedades (17 de 

caprinos e 10 de bovinos), localizadas na microrregião de Petrolina-PE. Todos estes 

animais eram ordenhados diariamente e o leite disponibilizado para a comunidade 

local. O manejo entre as propriedades era bastante diversificado, sendo que 14 das 

27 propriedades (sete de caprinos e sete de bovinos) estão em áreas sequeiras onde 

não existe água disponível para irrigação, e as demais encontram-se em  áreas 

irrigadas. As raças dos animais avaliados foram Anglo Nubiano, Saanen, Parda 

Alpina, Toggenburg e SRD (sem raça definida) para os caprinos. Com relação aos 

bovinos estas foram Holandesa, Girolando, Gir, Pardo Suíça e mestiças. 

 

2.2. Coleta do material 
 

O leite foi coletado diretamente dos tetos dos animais, antes da ordenha, 

respeitando todos os métodos de anti-sepsia (NMC, 1999). Foram coletados, em 

média, 15 ml de leite por animal, utilizando frascos estéreis e previamente 

identificados, os quais foram encaminhados ao Laboratório de Microbiologia e 

Imunologia Animal da UNIVASF em caixa isotérmica com gelo.  

 
2.3. Cultivo e identificação microbiológica 
 

As amostras de leite foram descontaminadas segundo o método de Petrof 

(QUINN et al., 1994). Para isso, foram adicionados cinco mililitros do leite em tubo 

estéril e, em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500g por 20min. Para a 

descontaminação das amostras, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados 

cinco mililitros de  NaOH (1M) deixando-se em repouso por 20min. Para neutralização 

do pH das amostras, foram adicionados mais cinco mililitros de HCl (1M) e as 

amostras foram novamente centrifugadas a 3500g por 20min. Logo após a 

centrifugação descartou-se o sobrenadante e foram adicionados dois mililitros de 

água destilada estéril nas amostras, que foram homogeneizadas. Posteriormente, 

0,1ml de cada amostra foi semeado em meio de cultura Lowenstein Jensen com 

glicerol e Lowenstein Jensen com piruvato. As mesmas foram incubadas a 37°C por 

até 120 dias, sendo a presença de crescimento observada semanalmente. 

 

2.4. Ziehl–Neelsen 



 

As amostras isoladas dos cultivos foram identificadas quanto a característica 

de bacilo álcool ácido resistente (BAAR), onde foi realizado o esfregaço direto das 

colônias numa lamina, seguido da realização da coloração, empregando-se a fucsina 

fenicada sob fogo brando por cinco minutos. Em seguida, a descoloração com álcool 

clorídrico (3%), aplicação do azul de metileno, lavagem com água e visualização 

através de microscópio ótico comum. 

  
2.5. Extração DNA das amostras de leite 
 

Para a extração de DNA de possíveis Mycobacterium spp. presentes no leite 

foi utilizado o protocolo de extração alcalina descrita por Millar et al. (2000), onde um 

mililitro da solução de PBST foi adicionada a 100 μl de leite. O material foi agitado em 

vórtex, centrifugado a 10.000 g por cinco minutos e o sobrenadante descartado. O 

pellet foi ressuspendido em um mililitro de solução alcalina (0,5M de hidróxido de 

sódio e 0,05 M de citrato de sódio), agitado por 10 minutos e centrifugado a 13.000 g 

por cinco minutos. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 500 μl de Tris-HCl 

pH8 0,5M e centrifugado a 13.000 g por 5 minutos. Esse passo foi repetido mais uma 

vez. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em 100 μl de Tris-HCl (10 mM) e EDTA 

pH8 1 mM, incubado a 100 ºC por uma hora e logo depois as amostras foram 

alocadas em freezer por mais uma hora. Centrifugou-se a 13.000 g por 15 minutos, 

sendo o sobrenadante removido para utilização como molde para a PCR (Reação em 

Cadeia da Polimerase). 

 
2.6. Extração de DNA do cultivo bacteriano 

 

Como controle positivo das reações da PCR foi utilizado o DNA de um isolado de 

M. avium subsp. paratuberculosis. Para a extração do DNA a partir do cultivo M. 

avium subsp. paratuberculosis que foi utilizado como controle positivo e das amostras 

isoladas do leite, seguiu-se adaptações dos protocolos descritos por Wade et al. 

(2005) e AUSUBEL et al. (1989). A amostra foi inativada por calor, deixando-a por 10 

minutos a 80ºC. Para isso, acrescentou-se uma alçada do cultivo em 300µl de TE 

(Tris-EDTA). Em seguida, acrescentou-se 70µl de SDS 10%, sendo a amostra 



agitada em vortex brevemente para misturar e adicionou-se 100µl de NaCl 5M e 80µl 

CTAB/NaCl. Incubou-se a amostra a 65°C por 10 min. Após, adicionou-se 700µl de 

clorofórmio/álcool isoamílico (24:1), homogeneizou-se por inversão e a centrifugou a 

11.750 g por 5 min. A 1ª fase foi transferida para outro tubo, onde foram 

acrescentados 450µl de isopropanol e deixou-se descansando overnight. Depois as 

amostras foram centrifugadas a 11.750 g por 15 min, desprezou-se o sobrenadante, 

foram acrescentados 500µl de etanol 70% e centrifugou-se a 11.750 g por 10 min. O 

sobrenadante foi desprezado e deixou-se secar por 15 minutos. Em seguida, o pellet 

foi ressuspenso em 80µl de TE (pH 8,0), colocado à 65°C por 1 h e armazenado a  -

20°C para utilização como molde de controle positivo para a PCR. 

 

2.7. PCR para detecção de Mycobacterium spp. 

 

Para detectar a presença de Mycobacterium spp. nas amostras de leite através 

da técnica de PCR foram utilizados os primers Tb11 ('-

ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tb12 (CTTGTCGAACCGCATACCCT) descritos 

por Telenti et al. (1993). Esses primers amplificam um fragmento de 439 pb do gene 

hsp65. A PCR foi realizada com um volume final de 20 μl contendo tampão de enzima 

1X; 1,25mM de MgCl2; 0,25 mM de cada dNTP; 0,125 uM de cada primer;  2,5 

unidades de Taq DNA Polimerase e 5µl de DNA genômico.  A reação de amplificação 

constou de uma desnaturação inicial a 94ºC por 10 minutos, seguida de 45 ciclos de 

desnaturação a 94ºC por 1 segundo, anelamento a 60 ºC por 1 segundos, e extensão 

a 72 ºC por 1 minuto. Após os ciclos, o produto foi submetido à extensão final por 10 

minutos a 72°C. Em seguida, os produtos de amplificação foram analisados em gel de 

agarose 1,5% e visualizados sobre iluminação ultravioleta (UV).  

 

2.8. Sequenciamento de DNA 

 

Foi realizado o sequenciamento das amostras com resultados positivos na 

PCR para o gene hsp65. Os produtos da PCR foram purificados com utilização de um 

quite de purificação (Quick Gel Extration & PCR Purification COMBO Kit) e enviadas a 

uma empresa particular de sequenciamento, onde foram sequenciadas utilizando o 

sequenciador automático ABI-PRIM 3100 Genetic Analyzer através do método de 

Sanger. Os cromatrogramas foram analisados pelo Programa PHRED para verificar a 



qualidade das sequências e, sequências com qualidade PHRED acima de 20 foram 

alinhadas utilizando o Basic Local Align Sequence Tool - BLAST 

(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificação segundo gênero ou espécie.  

 
3. Resultados e Discussão 

 

Dentre as 272 amostras de leite de cabra cultivadas, uma (0,4%) apresentou 

crescimento no meio de cultura Lowenstein Jensen com Piruvato (LJP) após a quarta 

semana de cultivo. Dentre as outras amostras estudadas, 83,3% (224/272) não 

apresentaram crescimento e 17,3% (47/272) não foram analisadas até a fase final 

devido à contaminações. Também no meio LJP foi observado crescimento de 

colônias com característica de micobactérias em 1,0% (1/105) das amostras de leite 

bovino (Tabela 1).  

Os dois isolados provenientes do leite caprino e bovino foram confirmados 

como BAAR (bacilo álcool ácido resistente) pela a técnica de Ziehl Neelsen e 

confirmados como Mycobacterium spp. na PCR. Apesar da coloração de Ziehl 

Neelsen ser muito utilizada na identificação de micobactérias, a mesma apresenta 

especificidade baixa (VITALE et al., 1998). Por outro lado, a PCR mostra-se 

altamente específica na identificação dos micro-organismos (FIGUEIREDO et al., 

2008), sendo passível de distinção mesmo bactérias  com grandes semelhanças 

genéticas, a exemplo das espécies do complexo M. tuberculosis que apresentam 

95% de homologia (SREEVATSAN et al., 1997). 

  
Tabela 1: Frequências absoluta e relativa de Mycobacterium spp. no leite caprino e 

bovino, em meio específico adicionando glicerol ou piruvato. 
Caprino Bovino Cultivo 

L.J Glicerol 
F.A.      F.R 

L.J Piruvato 
F.A.      F.R 

L.J Glicerol 
F.A.     F.R 

L.J Piruvato 
F.A.        F.R 

Negativo 231 85,0% 224 83,3% 92 87,6% 87 82,8% 

Positivo 0 0% 1 0,4% 0 0% 1 1,0% 

Contaminação 41 15,0% 47 17,3% 13 12,4% 17 16,2% 

L.J= Lowenstein Jensen; F.A= frequência absoluta; F.R= frequência relativa; 

 



No meio de Lowenstein Jensen com glicerol (LJG) não foi visualizado 

crescimento nas amostras em estudo. As amostras negativas representaram 85% e 

87,6% das amostras de caprinos e bovinos, respectivamente. Os contaminantes 

estiveram presentes em 15% das amostras caprinas e 12,4% nas bovinas (Tabela 1).  

A presença de glicerol nos meios de cultura favorece o crescimento de M. 

tuberculosis (GRANGE, 1996), enquanto o M. bovis tem dificuldade em se 

desenvolver em meios glicerinados. Assim recomenda-se substituir o glicerol pelo 

piruvato de sódio para isolar o M. bovis (MARCONDES et al., 2006). A utilização do 

piruvato ou glicerina no meio de cultura diferenciam espécies do complexo M. 

tuberculosis, porém, existe as micobactérias atípicas que podem desenvolver na 

presença das duas substâncias, o que reforça a importância da realização de outras 

técnicas que identifiquem espécies especificas. 

No Brasil, são escassos trabalhos consistentes que descrevem o cultivo de 

leite objetivando identificar micobactérias. Apesar da técnica bacteriológica ser 

considerada o teste "padrão ouro", o diagnóstico da tuberculose nos bovinos e 

caprinos de leite é baseado nos testes imunológicos, a exemplo de Bombonato et al. 

(2010), que encontrou prevalência de 1,29% de caprinos positivos no teste da 

tuberculinização. No sertão paraibano, Pignata et al. (2009) identificaram 0,47% de 

caprinos positivos ao teste imunoalérgico. Estes dados reforçam a importância da 

tuberculose caprina em várias regiões do país. 

Leite et al. (2003), estudando a prevalência de M. bovis e de outras 

micobactérias em bovinos no Brasil, isolaram  23 cepas de Mycobacterium spp. de 

amostras de leite. Estes foram identificados como M. fortuitum (6), M. gordonae (6), 

M. marinum (3), M. kansassi (1), M. bovis (1) e seis não foram identificados quanto à 

espécie.  

Pela técnica de PCR, com extração de DNA direto do leite caprino e bovino, 

observou-se amplificação em 5/272 (1,8%) das amostras de leite caprino e nenhuma 

amplificação visualizada nas amostras bovinas (Figura 2). As duas amostras positivas 

no cultivo bacteriano e confirmadas como micobactérias pelas técnicas de Ziehl-

Neelsen e PCR, não foram diagnosticadas pela a PCR com a extração de DNA direto 

das amostras de leite. Resultados contraditórios também foram visualizados nas 

amostras positivas na PCR com extração DNA direto do leite, o que pode estar 

relacionado à alta sensibilidade da técnica PCR (ICHIYAMA et al., 1997). Da mesma 

forma também são comuns resultados falso-negativos no cultivo em consequência 



das contaminações, quantidade de bactéria na amostra e deficiência no método de 

isolamento com morte na descontaminação (BALIAN et al., 1997; BOMBONATO et 

al., 2010).  

A PCR baseada na amplificação do gene hsp65 vem sendo frequentemente 

empregada na identificação do gênero Mycobacterium spp. (BRUNELLO et al., 2001; 

SAIFI et al. 2012). De acordo com Figueiredo et al. (2008) a análise do leite por 

técnicas moleculares pode servir de auxilio aos procedimentos microbiológicos e 

bioquímicos, selecionando animais acometidos por micobactérias e a partir deste 

grupo reduzido, aplicar técnicas especificas para identificar as micobactérias 

patogênicas, como por exemplo, a Restriction Enzyme Analysis (FIGUEIREDO et al., 

2008; MIYATA, 2010). 

As duas amostras positivas no cultivo, as cinco amostras identificadas pela a 

PCR com a extração de DNA direto do leite e o controle positivo, foram submetidas 

ao sequenciamento de DNA. Os resultados do sequenciamento e detalhamento das 

amostras encontram-se na tabela 2. 

Dentre as sete amostras sequenciadas, uma não apresentou qualidade 

PHRED acima de 20 e por isso não foi utilizada na análise de alinhamento do BLAST. 

Em relação às outras seis amostras, três foram confirmadas como espécies do 

gênero Mycobacterium spp. e três de gêneros diferentes, esses micro-organismos 

foram  Corynebacterium afermentans subsp. lipophilum, Arthrobacter 

chlorophenolicus e Propionibacterium acnes (tabela 2). O C. afermentans subsp. 

lipophilum e P. acnes são citados como causadores de inflamação da próstata e 

folículos pilosos,  respectivamente (DYKHUIZEN et al., 1995;  COHEN et al., 2005). 

A. chlorophenolicus é encontado no solo, e estudos moleculares demonstram que 

essa espécie está intimamente relacionada a outros gêneros como, por exemplo, as 

bactérias do complexo M. tuberculosis (WESTERBERG et al., 2000). Para Rodriguez 

et al. (1999) embora várias técnicas de PCR tenham sido desenvolvidas para o 

diagnóstico das micobactérias, o uso rotineiro destas metodologias requer sequencias 

altamente específicas para diferenciar de outros micro-organismos com semelhança 

genica. 



Tabela 2: Resultado do sequenciamento de DNA das amostras que apresentaram amplificação do fragmento de parte do 
gene hsp65 pb pela técnica de PCR.      

Amostras Espécie 
Fonte da 

Extração do 
DNA 

Primer 
utilizado Resultado do alinhamento Max 

Score E-value Max Ident 

Mycobacterium avium 536 3,00E-149 100% 
M. avium subsp. paratuberculosis 536 3,00E-149 100% 

Foward 

M. avium  339 6,00E-90 100% 
Controle 

 - Cultivo 

Reverse M. avium subsp. paratuberculosis  339 6,00E-90 100% 
Reverse M. avium 741 0.0 99% 09 Bovina Cultivo Foward M. avium 726 0.0 99% 

M. neoaurum  248 7,00E-63 98% Reverse 
M. lacticola  248 7,00E-63 98% 
M. lacticola 725 0.0 99% 

69 
 Caprina Cultivo Foward 

M. neoaurum  708 0.0 99% 
Arthrobacter chlorophenolicus 516 6,00E-143 90% 

Mycobacterium sp.  438 1,00E-119 87% 
M. gordonae 438 1,00E-119 87% 

Reverse 

Uncultured Mycobacterium sp. 438 1,00E-119 90% 
Arthrobacter chlorophenolicus 433 5,00E-118 89% 

Mycobacterium sp. 355 1,00E-94 85% 

124 
 

Caprina 
 Leite 

Foward 

M. gordonae  350 5,00E-93 85% 
Propionibacterium acnes 272 5,00E-70 100% 

129 Caprina Leite 
Reverse 

Corynebacterium afermentans subsp. 
lipophilum 272 5,00E-70 100% 

Foward M. iranicum 379 4,00E-102 99% 138 Caprina Leite Reverse M. iranicum 388 7,00E-105 100% 
143  Caprina Leite Forward P. acnes 610 2,00E-171 100% 



As análises das sequências de parte do gene hsp65 da amostra do cultivo leite 

bovino e o controle positivo, revelaram 100% de homologia com M. avium e M. avium 

subsp. paratuberculosis, respectivamente. A amostra oriunda do cultivo do leite 

caprino e a amostra obtida pela extração DNA direta do leite caprino (amostra 129), 

não apresentaram uma clara diferenciação entre as espécies identificadas. Na 

amostra oriunda do cultivo do leite caprino, o M. lacticola só foi diferenciado do M. 

neoaurum quando se considerou o maior escore de similaridade. Corroborando os 

resultados de Kiska et al. (2004),  observaram homologia de 99,5% (2-bp diferença) 

na região do gene hsp65 do M. lacticola com M.neoaurum. Para McNabb et al. 

(2004), a confiança na identificação de espécies utilizando  sequências do gene 

hsp65 de um isolado é maior quando a similiaridade corresponde a 100%, mas 

podem ser considerados como referência valores superiores a 97%. 

Dentre os micro-organismos identificados, o M. iranicum, oriundo de uma 

amostra de leite caprino é o que apresenta maior repugnância à saúde pública. No 

mundo, existem oito registros de linhagens de M. Iranicum que foram identificados de 

humanos com quadro clínico de meningite pseudotuberculosis, infecções respirátorias 

e lesões de pele, esses resgistros foram realizados no Irã, Itália, Grécia, Holanda, 

Suécia e Estados Unidos (SHOJAEI et al., 2012; BALAKRISHNAN et al., 2012). 

Balakrishnan et al. (2012)  sequenciaram parte da região 16S rDNA e do gene 

hsp65 de uma cepa bacteriana antes desconhecida,  isolada de uma mulher com 

infecção resperatória grave nos Estados Unidos, e encontraram 100% de similaridade 

gênica na região 16S rDNA e 99% do gene hsp65 desta com M. Iranicum, 

coroborando com estar pesquisa. Este é o primeiro caso de identificação de M. 

iranicum no Brasil e também o primeiro relato desta bactéria em produtos de origem 

animal. Estes micro-organismos de uma forma geral são adquiridos ambientalmente, 

por habitarem no solo e em embientes aquaticos, porém com a presença destas 

micobactérias em produtos de origem animal pode ocorre um maior potencial de 

infecção deste aos seres humanos. 

Os dados descritos na literatura e os resultados do presente trabalho 

demonstram que os produtos de origem animal no podem ser reservatórios de 

micobactérias e representar riscos à saúde pública. E mesmo não sendo identificado 

nenhuma espécie do complexo M. tuberculosis nas amostras de leite caprino e bovino 

da microrregião de Petrolina-PE, faz-se necessária à realização frequente de 

levantamentos e pesquisas sobre a possível ocorrência da tuberculose. Pois, além de 



 

casos desta doença em outras regiões do estado de Pernambuco (MELO et al., 

2012), dados sobre os hábitos dos consumidores de leite na região de Petrolina-PE 

apontam que 26,6% das pessoas consomem leite in natura (LIRO et al., 2011). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 



 

4. Conclusão 

 

Embora não tenha sido identificada nenhuma espécie do complexo 

Mycobacterium tuberculosis no leite caprino e bovino da microrregião de Petrolina, a 

vigilância epidemiológica e as medidas de prevenção e controle devem ser 

permanentes. Isto devido à deficiência na utilização de manejo higiênico-sanitário 

adotado nas propriedades, além do hábito de consumo de produtos de origem animal 

sem tratamento térmico antes de serem consumidos. Como também foram 

identificadas bactérias da espécie M. iranicum, um agente com grande potencial 

patogênico em humanos, pela primeira vez identificada no Brasil e em produtos de 

origem animal. 
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4. Artigo 2 

 
Micro-organismos isolados de abscessos em carcaças de caprinos e ovinos 

abatidos no bipolo Petrolina-Juazeiro. 
 
 

Resumo 

  

Perda na cadeia produtiva dos pequenos ruminantes pela condenação de carcaças é 

bastante frequente nos matadouros/frigoríficos da região nordeste do Brasil. 

Objetivou-se com este estudo isolar e identificar agentes em abcessos em caprinos e 

ovinos inspecionados no post mortem no matadouro de Petrolina-PE. Para o cultivo 

de micobactérias as amostras foram descontaminadas (método de Petrof), cultivadas 

em meio Lowenstein Jensen (LJ) contendo piruvato ou glicerol. No diagnóstico 

diferencial, as amostras foram cultivadas em meio Agar Sangue 5%. A identificação 

molecular de Mycobacterium spp. foi realizada com a utilização da técnica de Reação 

em cadeia de Polimerase (PCR) onde foram utilizados primers que amplificam parte 

do gene hsp65. As amostras positivas para micobactérias foram submetidas ao 

sequenciamento de DNA. As frequências relativas encontrada de abscessos em 

caprinos e ovinos foram de 5,44% (37/679) e 3,26% (60/1.838), respectivamente. No 

exame microbiológico, utilizando o meio ágar sague, observou-se crescimento 

bacteriano em 87,7% (93/106) das amostras cultivadas. Destes, o Corynebacterium 

pseudotuberculosis representou 67,7% (63/93) dos isolados. Do cultivo em meio LJ 

foram isolados micobactérias em 1,9% (2/106) das amostras de abscessos e, na PCR 

com DNA extraído direto das amostras de abscessos, observou-se amplificação em 

0,9% (1/106) das amostras. A identificação dos micro-organismos pelo 

sequenciamento revelou ausência de espécies do complexo M. tuberculosis nas 

amostras com resultados positivos para Mycobacterium spp.  

 

Palavras-Chave: Caprinovinocultura de corte, inspeção, micobactérias, isolamento, 

PCR. 

 

 
 
 



 

1. Introdução 

 

O rebanho caprino-ovino brasileiro é o maior da América do Sul e o oitavo maior 

do mundo, com cerca de 27 milhões de cabeças. Sendo a região nordeste a 

detentora do maior rebanho nacional, onde se encontra cerca de 90% dos caprinos e 

51% dos ovinos (IBGE, 2011). Os caprinos e ovinos criados da região semiárida do 

Brasil, na sua maioria, pertencem a pequenos e médios produtores rurais. O manejo 

sanitário é deficiente, em virtude do baixo nível de adoção das tecnologias 

disponíveis ou seus usos inadequados, dificultando a prevenção e controle de 

doenças (ALENCAR et al., 2010). 

Dentre os micro-organismos envolvidos na sanidade dos pequenos ruminantes, as 

bactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis vêm ganhando destaque, 

principalmente pelas perdas que esses agentes trazem à produção animal e pelos 

riscos oferecidos à saúde pública (CVETNIC et al., 2007; GUMI et al., 2012).  Nos 

caprinos e ovinos, a tuberculose é causada pelo M. bovis, e em menor proporção pelo 

M. tuberclosis e M. caprae, (PIGNATA et al., 2009; BEZOS et al., 2010).  

Estudos indicam distribuição da tuberculose nos pequenos ruminantes em vários 

países do mundo (MALONE et al., 2003; PINHEIRO et al. 2007). No Brasil, vários 

casos de tuberculose foram relatados, sobretudo nos bovinos e caprinos (BAPTISTA 

et al., 2004; BENESI et al., 2008; PIGNATA et al., 2009). Os animais tuberculosos 

podem não apresentar sinais clínicos visíveis, mas, quando presente observa-se 

emagrecimento progressivo e linfonodos periféricos infartados (RIET-CORREA, 

2001).  Na necropsia, pode ver visualizadas lesões nodulares salientes e difusas, de 

tamanho variado, com endurecimento num plano mais profundo, coincidindo com 

áreas de calcificação e de consistência arenosa ou pétrea (MELO et al., 2012). 

 Porém, as lesões descritas nos achados de necropsia demandam diagnóstico 

diferencial, pois esses achados podem ser comuns a outras infecções, a exemplo da 

infecção pelo Corynebacterium pseudotuberculosis, que causa lesões caracterizadas 

por abscessos com conteúdo amarelo-esverdeado ou branco-amarelado de 

consistência variando de purulenta a caseosa (SOUZA et al., 2011).  

Tendo em vista a escassez de trabalhos sobre a ocorrência da tuberculose 

caprina e ovina na região de Petrolina-PE e os riscos inerentes a saúde pública, 

objetivou-se isolar e identificar Mycobacterium spp., além de realizar o diagnóstico 



 

diferencial dos agentes causadores de abcessos em caprinos e ovinos inspecionados 

no post mortem no matadouro de Petrolina-PE. 

 

 
2. Material e Métodos 

 
2.1. Local e coleta 
 

As amostras foram coletadas no matadouro municipal de Petrolina-PE, no 

período de 10/08 a 04/10/2012. Os animais inspecionados eram oriundos de bipolo 

Petrolina-PE e Juazeiro-BA. 

Foram coletados fragmentos de tecidos com abscessos em linfonodos, 

pulmão, fígado, útero, baço e outros. Cada amostra foi coletada duas vezes, sendo 

uma enviada para a histopatologia em formol tamponado a 10% e outra, sobre 

refrigeração, enviada para análises de microbiologia e molecular. As amostras foram 

depositadas em tubos coletores, estéreis, previamente identificados e encaminhados 

ao Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF. 

 

2.3. Exame histopatológico 

 

Para estudo das lesões microscópicas, os fragmentos dos órgãos com as 

áreas lesionadas foram desidratados em álcool etílico com concentrações 

progressivas, diafanizados em xilol, incluídos e emblocados em parafina, cortados em 

micrótomo a 4m e as lâminas foram coradas com a hematoxilina-eosina (PROPHET 

et al., 1992) e coração de Ziehl–Neelsen. 

 
2.4. Cultivo de bacteriológico 

 

As amostras foram descontaminadas segundo o método de Petrof (QUINN et 

al., 1994). A princípio, as amostras foram suspensas em uma solução contendo 0,1 

ml de HCl + 100ml de H2O e deixadas sedimentar a temperatura ambiente por 12 

horas. Depois foram adicionados cinco mililitros da amostra em tubo estéril e, em 

seguida, as amostras foram centrifugadas a 3500g por 20min. Para descontaminação 

das amostras, descartou-se o sobrenadante e foram adicionados cinco mililitros de  



 

NaOH (1M) deixando-se em repouso por 20min. Para neutralização do pH das 

amostras, foram adicionados mais cinco mililitros de HCl (1M) e as amostras foram 

novamente centrifugadas a 3500g por 20min. Logo após a centrifugação descartou-se 

o sobrenadante e foram adicionados dois mililitros de água destilada estéril à 

amostra, onde estas foram homogeneizadas. Posteriormente, 0,1ml de cada amostra 

foi semeada em meios de cultura Lowenstein Jensen com glicerol e Lowenstein 

Jensen com piruvato. As mesmas foram incubadas a 37°C por até 120 dias, sendo a 

presença de crescimento observada semanalmente. 

Para o diagnóstico diferencial, as amostras foram semeadas com alça de 

platina em duas placas contendo meio agar sangue com 5% de sangue desfibrinado 

de ovino, sendo incubadas a 37ºC, uma em aerobiose e outra em anaerobiose. As 

leituras foram realizadas 48 horas após a incubação. As colônias bacterianas isoladas 

foram estudadas quanto aos aspectos macro e micromorfológicos, bioquímicos e 

tintoriais (QUINN et al. 1994). 

 
2.5 Extração de DNA 

 

O DNA foi extraído diretamente a partir dos tecidos com abcessos, utilizando o 

seguinte protocolo. O tecido foi macerado em nitrogênio líquido e, em seguida 200 mg 

do tecido macerado foi transferido para um microtubo de 1,5 ml. Oitocentos 

microlitros de uma solução de extração contendo 50 mM Tris-HCl pH8, 25 mM EDTA, 

400 mM NaCl,  100 μl de SDS 10% e 0,2 mg de proteinase K foi adicionados ao 

tecido macerado no microtubo.  Esse material foi homogeneizado e incubado a 65º.C 

por 5 horas. 

Após a incubação, o material foi dividido em 2 microtubos de 1,5 ml e foram 

adicionados 442 μl de NaCl 2M em cada tubo. Os microtubos foram incubados a 4º.C 

por 15 minutos e, em seguida 450 μl de cada tubo foram transferidos para um novo 

microtubo, onde foram adicionados 50 μl de acetato de sódio (3M). Em seguida, o 

DNA foi precipitado utilizando 1ml de etanol absoluto gelado. Os tubos foram 

levemente agitados e centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos. Descartou o etanol. 

Acrescentou-se 200 μl de etanol 70%. Centrifugou-se a 14.000 rpm por 5 minutos. 

Descartou-se o etanol 70%. Deixou-se os microtubos secar por 15 min; e, em seguida 

o material foi ressuspendido em 500 μl de TE e colocado em overnight. 



 

Quinhentos microlitros de clorofórmio:álcool isoamílico (24:1) foram adicionados 

ao material e os tubos agitados por inversão. Depois foram centrifugados a 1700 g 

por 10 minutos e, a primeira fase do material foi coletada e colocada em outro 

microtubo novo. O DNA foi precipitado utilizando 1ml de etanol absoluto gelado. Os 

tubos foram levemente agitados e centrifugados a 14000 rpm por 15 minutos. O 

etanol foi descartado. Acrescentou-se 200 μl de etanol 70%. Centrifugou-se a 14000 

rpm por 5 minutos. Descartou-se o etanol 70%. Deixou-se os microtubos secar por 15 

min. Ao final o DNA foi ressuspendido em 50 μl de TE +2,5 μl Rnase e deixado 20 

min em banho seco a 37C. 

Amostras com resultado positivo no exame microbiológico (em meio Lowenstein 

Jensen), tiveram o DNA extraído direto do cultivo bacteriano utilizando a seguinte 

metodologia. A amostra foi inativada por calor, deixando-a por 10 minutos a 80ºC. 

Para isso, acrescentou-se uma alçada do cultivo em 300µl de TE (Tris-EDTA). Em 

seguida, acrescentou-se 70µl de SDS 10%, sendo a amostra agitada em vortex 

brevemente para misturar e adicionou-se 100µl de NaCl2 5M e 80µl CTAB/NaCl. 

Incubou-se a amostra a 65°C por 10 min. Após, adicionou-se 700µl de 

clorofórmio/álcool isoamílico (24:1), homogeneizou-se por inversão e a centrifugou a 

11.750 g por 5 min. A 1ª fase foi transferida para outro tubo, onde foram 

acrescentados 450µl de isopropanol e deixou-se descansando overnight. Depois as 

amostras foram centrifugadas a 11.750 g por 15 min, desprezou-se o sobrenadante, 

foram acrescentados 500µl de etanol 70% e centrifugou-se a 11.750 g por 10 min. O 

sobrenadante foi desprezado e deixou-se secar por 15 minutos. Em seguida, o pellet 

foi ressuspenso em 80µl de TE (pH 8,0), colocado à 65°C por 1 h e armazenado a  -

20°C. 

Para verificar a qualidade do DNA extraído, o mesmo foi analisado por 

eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

2.6. PCR para detecção de Mycobacterium spp. 

 

A presença de Mycobacterium spp. nas amostras de abscessos e nas amostras 

derivadas do cultivo microbiológico foi detectada através da técnica de PCR, foram 

utilizados os primers Tb11 ('-ACCAACGATGGTGTGTCCAT) e Tb12 

(CTTGTCGAACCGCATACCCT) descritos por Telenti et al. (1993). Esses primers 

amplificam um fragmento de 439 pb do gene hsp65. A PCR foi realizada com um 



 

volume final de 20 μl contendo tampão de enzima 1X; 1,25mM de MgCl2; 0,25 mM de 

cada dNTP; 0,125 uM de cada primer;  2,5 unidades de Taq DNA Polimerase e 5µl de 

DNA genômico.  A reação de amplificação constou de uma desnaturação inicial a 94 

ºC por 10 minutos, seguida de 45 ciclos de desnaturação a 94 ºC por 1 minuto, 

anelamento, a 60 ºC por 1minuto, e extensão a 72 ºC por 1 minuto. Após os ciclos, o 

produto amplificado foi submetido à extensão final por 10 minutos a 72°C.  Em 

seguida, os produtos de amplificação foram analisados em gel agarose 1,5% e 

visualizados sobre iluminação ultravioleta (UV). 

 

2.7. Sequenciamento do DNA 
 

Amostras com resultado positivo na PCR foram sequenciadas. Para isso, os 

produtos da PCR foram purificados com Kit de purificação (Quick Gel Extration & 

PCR Purification COMBO Kit) e enviadas a uma empresa particular, onde foram 

sequenciadas utilizando o sequenciador automático ABI-PRIM 3100 Genetic Analyzer 

através do método Sanger.  

Os cromatrogramas foram analisados pelo programa PHRED para verificar a 

qualidade das sequências e, sequências com qualidade PHRED acima de 20 foram 

alinhadas utilizando o Basic Local Align Sequence Tool - BLAST 

(www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificação segundo gênero ou espécie. 

 

3. Resultados e Discussão 

 

No período de coleta foram inspecionados 2.517 animais, destes, 679 (27%) 

foram caprinos e 1.838 (73%) ovinos. Do total de animais examinados no post 

mortem, 97 (3,85%) apresentavam lesões visíveis caracterizadas por abscessos em 

órgãos internos (destes, nove apresentaram abscessos em mais de um órgão). A 

frequência relativa de abscessos encontradas nos caprinos foi superior quando 

comparado com os ovinos, com 5,44% (37/679) e 3,26% (60/1.838), respectivamente 

(tabela 1). 

Resultado semelhante foi encontrado por Andrade et al. (2012) avaliando 

abscessos presentes nos linfonodos de caprinos e ovinos oriundos das microrregiões 

de Piancó e  Itaporanga, no sertão paraibano. A alta frequência de lesões com 

abscessos nos pequenos ruminantes criados na região semiárida do Brasil pode ser 



 

explicada pela precária utilização das técnicas de manejo sanitário, além de fatores 

locais como a presença de inúmeras plantas cactáceas que causam ferimentos na 

pele dos animais (PINHEIRO et al. 2000; LANGENEGGER et al. 1991). 

 

Tabela 1: Distribuição de caprinos e ovinos inspecionados no post mortem e 
frequência (freq.) absoluta e relativa de animais com abscessos por 
espécies, Petrolina-PE. 

Animais c/ Abscessos Animais Nº de animais 
inspecionados Freq. absoluta Freq. Relativa (%)

Caprinos 679 37 5,44 

Ovinos 1.838 60 3,26 

Total 2.517 97 3,85 

 

A tabela 2 apresenta a distribuição dos abscessos por órgãos e os micro-

organismos isolados segundo o cultivo em meio ágar sangue. Observou-se que o 

pulmão e o fígado apresentaram maior frequência de abscessos no exame post 

mortem.  

Melo et al. (2012), estudando caprinos  com doença respiratória no estado de 

Pernambuco observaram na necropsia 71% e 29% de alterações em pulmão e 

fígado, respectivamente. As lesões granulomatosas no trato respiratório dos 

pequenos ruminantes vêm sendo encontradas com alta frequência e podem 

apresentar-se como a principal fonte de contaminação no rebanho através da 

produção de aerossóis infectados (BAIRD & FONTAINE, 2007, FONTAINE & BAIRD, 

2008). Essas lesões também podem ser encontradas em linfonodos mesentéricos, 

linfonodos submandibulares, baço, serosas, útero e outros orgãos (NEILL et al., 1994; 

BENESI et al., 2008). 

No cultivo em meio ágar sangue, realizado para o diagnóstico diferencial das 

infecções por micobactérias, foram isoladas bactérias em 93/106 das amostras 

cultivadas e em 13/106 não houve crescimento bacteriano (tabela 2). Destes isolados, 

o Corynebacterium pseudotuberculosis foi  o agente mais frequente, sendo 

encontrado em 67,7% (63/93) das amostras com exame bacteriológico positivo, 

seguido por Bacillus em 12,9% (12/93), Staphylococcus spp. em 5,4% (5/93), 

Pseudomonas spp. em 6,5% (6/93), Micrococcus spp. em 3,2% (3/93), Edwardsiella 

spp. em 3,2% (3/93) e Shigella spp. foi encontrada em 1,1% (1/93) das amostras 

avaliadas. 



 

Tabela 2: Distribuição de micro-organismos por órgãos, isolados de abcessos em meio ágar sangue, no matadouro municipal de Petrolina-PE, 
2012. 

C. 
pseudotuberculosis

Bacillus 
spp. 

Staphylococcus 
spp. 

Pseudomonas 
spp. 

Micrococcus 
spp. 

Edwardsiella 
spp. 

Shigella 
spp. 

Não houve 
isolamento Total Orgãos 

Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % Nº % 
Pulmão 29 74,4 4 10,2 0 0,0 1 2,6 1 2,6 0 0,0 0 0,0 4 10,2 39 36,8 
Fígado 16 43,2 4 10,8 3 8,1 2 5,4 2 5,4 3 8,1 1 2,7 6 16,2 37 34,9 
Traquéia 4 66,7 2 33,3 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 6 5,7 
Linf. Esofagiano 4 80,0 1 20,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 5 4,7 
Linf. 
Mesentérico 

1 20,0 1 20,0 2 20,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 20,0 5 4,7 

Baço 3 100 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 3 2,9 
Linf. 
Retrofaringeano 

1 50,0 0 0,0 0 0,0 1 50,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 1,9 

Diafragma 1 50,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 50,0 2 1,9 
Linf. Mediastino 1 50,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 50,0 2 1,9 
Linf. Costelas 2 100 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 2 1,9 
Útero 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 100 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,94 
Rim 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 100 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,94 
Medula 1 100 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,94 
Total 63 59,4% 12 11,3% 5 4,7% 6 5,7% 3 2,8% 3 2,8% 1 0,9% 13 12,3% 106 100%

Linf. = linfonodo 



. O C. pseudotuberculosis é responsabilizado pela linfadenite caseosa nos 

pequenos ruminantes. Vários estudos evidenciam a ocorrência desta doença em 

caprinos e ovinos da região nordeste do Brasil (ANDRADE et al., 2012; ALENCAR et 

al., 2010; PINHEIRO et al. 2000), nosso estudo corrobora os demais. Resultado 

semelhante também foi encontrado por SOUZA et al. (2011), quando cultivaram 

amostras de linfonodos infartados e isolaram o C. pseudotuberculosis em 74,5% das 

amostras. Estes resultados demonstram a importância da linfadenite caseosa na 

criação de pequenos ruminantes criados na região semiárida do Brasil e a caracteriza 

como sendo a principal causa de condenação de carcaças e vísceras no matadouro 

municipal de Petrolina. 

No diagnóstico bacteriológico, utilizando meio especifico (Lowenstein Jensen 

com glicerol ou piruvato) para Mycobacterium spp., foram isoladas  colônias 

bacterianas em  1,9% (2/106) das amostras, que foram caracterizadas como  bacilo 

álcool ácido resistente (BAAR) e confirmadas como Mycobacterium spp. pela PCR, 

realizadas com DNA obtidos pela extração direta dos  cultivos. Os dois isolados foram 

oriundos de abscessos retirados de linfonodos da região do fígado de um caprino e 

esôfago de um ovino. Esses isolados foram visualizados depois da quarta semana de 

cultivo no meio Lowenstein Jensen com piruvato de sódio. 

Os resultados do diagnóstico pela PCR convencional realizada com o DNA 

extraído direto das amostras de abscessos mostraram amplificação de parte do gene 

hsp65 em apenas uma amostra (1/106), sendo esta oriunda de abscesso na região 

da costela de um ovino. Estes resultados estão de acordo com os descritos por Kassa 

et al.(2012) que reportaram baixa prevalência de Mycobacterium spp. no tecido de 

cabras e ovelhas abatidas na Etiópia. O teste bacteriológico e de PCR com DNA 

extraído direto dos abscessos apresentaram resultados contraditórios, sendo que as 

amostras positivas no bacteriológico foram negativas na PCR. Para Michel et al. 

(2010) a presença de inibidores da PCR em amostras clínicas, podem justificar  

resultados falso-negativos  diagnosticados pela técnica. 

O sequenciamento de parte do gene hsp65 das amostras obtidas dos cultivos 

demonstrou que as sequências apresentam 97% de homologia com M. 

novocastrense.  A amostra positiva pela PCR com DNA extraído direto dos abscessos 

não apresentou qualidade PHRED acima de 20 e não foi utilizada na análise de 

alinhamento do BLAST. O envolvimento M. novocastrense. na saúde dos pequenos 

ruminantes ainda é desconhecido. Em humanos, o M. novocastrense já foi isolado de 



 

lesões granulomatosas e identificado pelo sequenciamento da região 16S rRNA 

(SHOJAE et al., 1997).  

Na análise histopatológica das três amostras positivas para micobactérias no 

cultivo ou PCR foram visualizadas áreas de deposição de sais de cálcio rodeadas por 

uma área de necrose com grandes colônias (características da linfadenite caseosa) e 

ausência de bacilo álcool ácido resistente pela coloração de Ziehl Neelsen (Figura 1), 

sendo um indicativo de que o C. pseudotuberculosis possa ser o grande responsável 

pelas lesões visualizadas nestas amostras. Para Souza et al. (2011) as lesões 

histológicas dos tecidos com área de necrose central formada por lamelas 

concêntricas, com presença de grandes colônias bacterianas e focos de 

mineralização, rodeada por uma faixa de infiltrado inflamatório com macrófagos são 

comuns em lesões de C. pseudotuberculosis, mas não patognomônicas, pois podem 

ser confundidas com lesões causadas por outros organismos piógenos e com 

tuberculose. 

 
Figura 1: Lesão de linfadenite caseosa.  No centro observa-se uma área de 

deposição de sais de cálcio (C) rodeada por uma extensa área de necrose 
(N). Dentro da área de necrose observam-se grandes colônias (setas), 
características da doença. A área de necrose é rodeada por células 
inflamatórias dispostas em camadas (A, B e C) e na periferia observa-se 
tecido linfoide. 



 

No Brasil, estudos a cerca dos casos de tuberculose em caprinos não são raros 

(BENESI et al., 2008; MELO et al., 2012), por outro lado, não existe nenhum caso de 

tuberculose descrita nos ovinos. Neste estudo, nenhum agente do complexo M. 

tuberculosis foi encontrado, por outro lado, o C. pseudotuberculosis aparece com alta 

frequência nos casos de lesões macroscópicas em vísceras e carcaças dos 

pequenos ruminantes do bipolo Petrolina-Juazeiro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4. Conclusão 

 

Os resultados revelaram que os caprinos são bastante susceptíveis às infecções 

responsáveis pela formação de abscessos em vísceras e carcaças, principalmente no 

pulmão e fígado.  

Nenhuma espécie do complexo M. tuberculosis foi encontrada nos caprinos e 

ovinos, porém, o C. pseudotuberculosis, causador da linfadenite caseosa nos 

pequenos ruminantes, foi o principal agente responsável pela formação de lesões 

caracterizadas por abscessos em caprinos e ovinos abatidos no matadouro municipal 

de Petrolina-PE.  

Quanto as M. novocastrense isoladas das amostras, serão necessários novos 

estudos para conhecer o possível envolvimento destes micro-organismos nas lesões 

granulomatosas dos pequenos ruminantes.  
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ANEXOS 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura1: Eletroferograma parcial de uma sequência de DNA de Mycobacterium spp. oriundo de uma amostra de leite capino, 
obtida no sequenciador automático ABI-PRIM 3100 Genetic Analyzer.  



 

 

 

 

 

 
Figura 2: Amplificação de parte do gene hsp65 para identificação de Mycobacetrium spp. a partir de DNA extraído direto de leite 

caprino e bovino, com os iniciadores específicos descritos por Telenti et al. (1993). Coluna s da esquerda para a direita: 
1- Marcador de peso molecular de 100 pb; 2 - Controle positivo; 3 á 7 - Amostras extraídas de leite de cabras e vacas na 
microrregião de Petrolina; e 8 – Controle negativo. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Distribuição espacial das propriedades de caprinos leiteiros onde foram realizadas as coletas de leite, microrregião de 

Petrolina, PE, 2012.  
 
 
 
 
 
 

Propriedades visitadas 



 

Quadro 1: Relação e caracterização das amostras de leite bovino e caprino que apresentaram-se positivas por algumas das 
técnicas de diagnóstico para Mycobacterium spp. 

Cultivo 

Propriedade 
Ident. da 

Amostra 
Espécie PCR 

L.J Glicerina L.J Piruvato 
Sequenciamento 

A 09 Bovina - - + Mycobacterium avium 

B 69 Caprina - - + M. lacticola 

C 124 Caprina + - - Arthrobacter chlorophenolicus 

C 129 Caprina + - - Propionibacterium acnes 

C 131 Caprina + - - N.I 

C 138 Caprina + - - M. iranicum 

D 143 Caprina + - - Propionibacterium acnes 

L.J = Lowenstein Jensen; N.I = Não identificado; + (positivo para Mycobacetrium spp ); - (negativo para Mycobacetrium spp). 

 
 
 
 
 

 
 
 
 



 

 

Quadro 2: Relação e caracterização das três amostras de abscessos que apresentaram-se positivas por algumas das técnicas de 

diagnóstico para Mycobacterium spp. 

Cultivo 
Amostra 

Origem da 
amostra 

Cultivo em ágar 
sangue 

 

PCR 
(gene 

hsp65) 
L.J 

(glicerol) 

L.J 

(piruvato) 

Sequenciamento Histopatológico 

65M 

Abscesso na 

região das 

costelas de ovino 

C. 

pseudotuberculosis 
+ - - N.I. 

Lesão 

característica da 

L.C. 

77M 

Abscesso no 

esôfago de 

Caprino 

C. 

pseudotuberculosis 
- - + M. novocastrense 

Lesões 

característica da 

L.C. 

89M 
Abscesso no 

fígado de ovino 

C. 

pseudotuberculosis 
- - + M. novocastrense 

Lesões 

característica da 

L.C. 

L.J = Lowenstein Jensen; N.I = Não identificado; L.C = Linfadenite Caseosa; + (positivo); - (negativo). 


