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RESUMO 

 

 

A tuberculose bovina é uma doença zoonótica de evolução crônica ocasionada pelo 

Mycobacterium bovis e no Brasil existem inquéritos epidemiológicos estaduais ou 

regionais com prevalência variada. Devido à escassez de dados no estado do Ceará, 

essa pesquisa objetivou detectar do Mycobacterium bovis por métodos bacteriológico e 

molecular em lesões sugestivas de tuberculose em carcaças de bovinos abatidos em 

matadouro-frigoríficos com inspeção estadual. Durante o período de agosto de 2017 a 

janeiro de 2019, o serviço de inspeção oficial inspecionou 59.512 bovinos em três 

matadouros-frigoríficos no estado do Ceará, dos quais foram enviadas 48 amostras de 

46 animais variando entre pulmão, linfonodos e fígado. Desses animais, 34 eram 

fêmeas e 12 machos. No isolamento bacteriológico, 14,5% (7/48) das amostras 

apresentaram crescimento de colônias pequenas, arredondadas, bordas irregulares, 

superfície granular, coloração creme-amareladas e crescimento disgônico em meio de 

cultura Stonebrink-Leslie, com tempo médio de crescimento de 32 dias. Essas 

amostras foram submetidas à coloração de Ziehl-Neelsen e todos os esfregaços 

evidenciaram bacilo álcool-ácido resisente. A PCR multiplex identificou todos os sete 

isolados como M. bovis, sendo que seis das amostras positivas eram de fêmeas e uma 

de macho. Foi possível a identificação de M. bovis através da associação entre os 

exames post mortem, bacteriológico e PCR multiplex, fornecendo informações sobre a 
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doença nas regiões estudadas no Ceará e contribuindo para adoção de medidas de 

controle e erradicação da tuberculose bovina no Estado.  

Palavras-chave: BAAR. Diagnóstico. Epidemiologia. PCR multiplex. Mycobacterium 

bovis.  

 

USE OF BACTERIOLOGICAL AND MOLECULAR METHODS IN BOVINE 

DATUBERCULOSIS DIAGNOSIS FROM INJURIES IN CATTLE CARCASES 

FROM REFRIGERATING SLAUGHTERHOUSE IN THE STATE OF CEARÁ 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Bovine tuberculosis is a chronic zoonotic disease caused by Mycobacterium bovis and 

in Brazil the prevalence is not yet known in detail, only state or regional 

epidemiological surveys with varying results. However, the state of Ceará has a need 

for epidemiological information on the disease. This research aimed at detecting 

Mycobacterium bovis by bacteriological and molecular methods in lesions suggestive 

of tuberculosis and other lymphadenitis of bovine carcasses slaughtered in 

slaughterhouses with state inspection. During the period from August 2017 to January 

2019, the official inspection service inspected 59,512 cattle in 3 slaughterhouses in the 

state of Ceará, from which samples were sent from 46 animals, located in the lungs, 

lymph nodes and liver of slaughtered cattle. Of these samples, 34 were from females 

and 12 males. In bacteriological isolation, 14.5% (7/48) of the samples showed growth 

of small, rounded colonies, irregular edges, granular surface, yellowish-cream color 

and dysgenic growth in Stonebrink-Leslie culture medium, with average growth time 

of 32 days. These samples were submitted to Ziehl-Neelsen staining and all smears 
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showed acid-fast.bacillus. The multiplex PCR identified all seven isolates as M. bovis, 

with six of the positive samples being from females and one from males. It was 

possible to identify M. bovis quickly through the association between post-mortem, 

bacteriological and multiplex PCR tests, providing epidemiological information about 

the disease in Ceará and contributing to the adoption of control and eradication 

measures against bovine tuberculosis in the State. 

Keywords: acid fast bacilli. Diagnosis. Epidemiology. Multiplex PCR. 

Mycobacterium bovis.  
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1 INTRODUÇÃO 

A tuberculose bovina (TB) é uma doença de evolução crônica causada pelo 

Mycobacterium bovis (M.bovis) (CHIU et al., 2019). Caracteriza-se por apresentar 

lesões nodulares granulomatosas de desenvolvimento progressivo denominados 

tubérculos e podem localizar-se em qualquer órgão ou tecido, sendo, mas comumente 

observados nos pulmões, pleura e linfonodos adjacentes, fígado, baço e intestino 

(VORDERMEIER et al., 2012; OIE, 2019).  

M. bovis faz parte do Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTBC) e as espécies 

pertencentes a este complexo diferem das demais por apresentarem homologia em 

comum, com 99,9% de similaridade na sequência de seu ácido desoxirribonucleico 

(DNA) e por conterem elementos de inserção repetitivos, como a sequência de 

inserção 6110 (IS6110) (SANTIAGO; MUÑOZ; MARTÍNEZ, 2014). 

A etiologia da tuberculose começou a ser desvendada no final do século XIX, no ano 

de 1882, quando Robert Koch isolou Mycobacterium tuberculosis em lesões de 

pessoas acometidas pela doença (FRANCIS, 1958). Após a descoberta de Koch, a 

tuberculose caracterizava-se como a principal causa de morte no mundo, além de 

serem observadas lesões semelhantes entre os homens e os bovinos e outros animais 

domésticos (MCFADYEAN, 1888). Em 1898, Theobald Smith isolou o 

Mycobacterium bovis em lesões tuberculosas de bovinos (FRANCIS, 1958) sendo 

considerado a primeira fonte de infecção em humanos. No entanto, a doença tem sido 

relatada em muitos outros animais domesticados e selvagens (OIE, 2019).  

A principal forma de transmissão do microrganismo é por via respiratória, sendo que a 

densidade animal contribui para o aumento do risco de infecção, podendo este fator 

estar relacionado com a maior prevalência da doença no gado leiteiro estabulado, e a 

menor prevalência no gado de corte, os quais são criados em sistema extensivo e 

abatidos precocemente (SKUCE; ALLEN; McDOWELL, 2012). Essa enfermidade 
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ocasiona perdas econômicas para a pecuária, devido à diminuição na produção de leite 

e condenação da carcaça no exame post mortem (WATERS et al., 2014). 

Segundo dados da Organização Mundial de Saúde (OMS), em 2016 ocorreram 

147.000 novos casos de tuberculose zoonótica e 12.500 mortes foram atribuídas à 

doença (FAO, OIE, OMS, 2017), constituindo um problema de saúde pública 

pincipalmente em países em desenvolvimento (AHAMAD et al., 2017). 

A inspeção sanitária em matadouros-frigoríficos é de grande importância, pois evita 

que carnes contaminadas cheguem à mesa do consumidor (SILVA, 2015). Alguns 

países como Estados Unidos, Canadá, Cuba, Austrália e a maioria da Europa 

continental estão eliminando animais contaminados pela doença no processo de abate 

sanitário, levando assim a redução da tuberculose bovina nos rebanhos (AYELE et al., 

2004). No Brasil, devido à importância da tuberculose bovina, em 2001 o Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) instituiu o Programa Nacional de 

Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) com o objetivo de 

diminuir o impacto negativo dessas zoonoses nas saúdes humana e animal.  

O diagnóstico da tuberculose bovina pode ser realizado por método direto (isolamento 

e identificação do agente etiológico), conhecido como “padrão ouro” e o indireto, por 

meio de pesquisas da resposta imunológica do hospedeiro ao agente etiológico que 

pode ser humoral ou celular (PACHECO et al., 2009). Estudos vêm evidenciando o 

uso de métodos moleculares como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) na 

detecção de M. bovis em lesões sugestivas de tuberculose, permitindo assim, uma 

maior acurácia e significativa redução no tempo para obtenção do resultado, em 

comparação ao isolamento (CARDOSO et al., 2009). O método recomendado pelo 

PNCEBT para o diagnóstico da tuberculose é o teste alérgico tuberculínico (método 

indireto), que provoca uma reação de hipersensibilidade tardia, imunologicamente 

específica, mediada por linfócitos T sensibilizados, que possibilita a identificação de 

animais infectados pelo M. bovis (MOTA et al., 2008). 

A tuberculose bovina é uma doença de grande importância, por ser uma zoonose 

cosmopolita que ocasiona grandes prejuízos econômicos e a ausência de informações 
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sobre a prevalência, corrobora com a manutenção do agente no rebanho bovino. Desta 

forma, o levantamento epidemiológico pela tuberculinização associado a inspeção de 

carcaças pela Inspeção Estadual, e exames bacteriológicos e moleculares, propiciarão 

melhor entendimento da epidemiologia da doença, contribuindo para seu controle e 

erradicação. 

 

2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo Geral 

Determinar a ocorrência da tuberculose bovina nas Regiões Metropolitana do Cariri e 

Sertão Central no Estado do Ceará, a partir de lesões suspeita de tuberculose ou de 

outras linfadenites em bovinos abatidos em matadouros-frigoríficos com inspeção 

estadual. 

 

3 REVISÃO DE LITERATURA  

3.1 Etiologia 

Mycobacterium bovis (M. bovis), agente da tuberculose bovina pertence ao gênero 

Mycobacterium, família Mycobacteriaceae ordem Actinomycetales (PAES; FRANCO, 

2016). São bacilos curtos aeróbicos, imóveis, incapazes de formar esporos, flagelos e 

medindo de 0,5 a 10 µm de comprimento por 0,2 a 0,7 µm de largura (PALOMINO et 

al., 2007; QUINN et al., 2007).  

A espécie que ocasiona tuberculose em humanos e animais faz parte do complexo 

Mycobacterium tuberculosis (MTBC), o qual é composto pelas espécies: 

Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium canettii, 

Mycobacterium bovis, Micobacterium microti, Mycobacterium caprae e 
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Mycobacterium pinnipedii. M. tuberculosis é o agente responsável pela tuberculose em 

humanos, M. bovis é o agente casual da tuberculose em bovinos, podendo 

ocasionalmente infectar seres humanos (ARIAS, 2018). Essas espécies, apresentam 

semelhança em nível de DNA e do gene 16s rRNA (Ácido Ribonucleico Ribossomal), 

diferindo nas características fenotípicas, patogenicidade e preferência por hospedeiro 

(ARANAZ et al.,2003). 

Outros agentes que causam tuberculose em animais e no homem e não pertencem ao 

(MTBC) são as denominadas micobactérias não tuberculosas, formadas pelo complexo 

Mycobacterium avium-intracellulare, o qual abrange duas espécies: M. avium e M. 

intracellulare.  M. avium é subdividido em quatro subespécies: ssp. avium, ssp. 

paratuberculosis, ssp. silvaticum e ssp. hominisuis. Caracterizadas como 

microrganismos não patogênicos para os bovinos e bubalinos, mas ocasiona reações 

cruzadas inespecíficas, interferindo nos testes de tuberculinização (DVORSKA et al., 

2004).  

M. avium pode causar tuberculose em várias espécies de aves e o M. avium ssp. 

paratuberculosis é o agente etiológico  da doença de Johne, uma doença crônica que 

pode levar a uma enterite granulomatosa em ruminantes. O M. avium ssp. 

paratuberculosis também tem sido isolado em tecidos de pacientes humanos com a 

doença de Crohn, patogenicidade para essa espécie (GOLLNICK et al., 2007).  

O alto conteúdo lipídico presente na parede celular de M. bovis, determinar o tipo de 

coloração usada para visualização microscópica (ARIAS, 2018). Para sua 

caracterização tintorial é utilizado o método de coloração de Ziehl‐Neelsen (ZN), 

sendo assim, quando corados pela fucsina a quente não se descora pela ação do álcool 

clorídrico, conferindo-lhe a característica de bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR) 

(HEINEMANN et al., 2008).  

Essa resistência é ocasionada possivelmente pelo ácido micólico presente na parede 

celular dessas micobactérias e, quando ligados ao peptideoglicano formam uma 

barreira periférica hidrofóbica capaz de se ligar e reter fucsina a certos lipídios da 

parede, adquirindo a cor vermelha durante a coloração ZN. As bactérias que não retêm 
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fucsina são coradas pelo azul de metileno (ARAÚJO, 2004; COSTA, 2008; 

HEINEMANN et al., 2008).  

Em relação à bacteriologia, M. bovis necessita de 60 a 90 dias de incubação a uma 

temperatura de 37°C para crescimento até a visualização das colônias (BRASIL, 2008; 

GORMLEY et al., 2014) de coloração creme-amareladas, pequenas, arredondadas, 

com bordas irregulares e superfície granular em meios de cultura Stonebrink-Leslie, 

sendo este considerado padrão ouro para cultivo, produzido a base de ovo e piruvato. 

M. bovis apresenta dificuldade de crescimento em meios glicerinados diferente do M. 

tuberculosis que apresenta desenvolvimento ótimo a base de glicerina como o meio 

Lowenstein- Jensen (ALZAMORA FILHO et al., 2014; O’REILLY; DABORN, 

1995).  

Em relação a sua resistência, M. bovis permanece viável em estábulos, pastos estercos 

por até dois anos, em produtos de origem animal contaminado e água por um ano. O 

bacilo é sensível a desinfetantes como fenólicos, álcool e, sobretudo ao hipoclorito de 

sódio, a ação do desinfetante vai depender do tempo de exposição, temperatura, 

presença de matéria orgânica e concentração. O bacilo não é eliminado por meio de 

compostos contendo amônia quaternário e clorexidine, porém, o calor úmido a 60°C 

mata rapidamente e os processos de pasteurização lenta e rápida contribui para 

eliminação das micobactérias presentes em produtos lácteos (MORRIS; PFEIFEER; 

JACKSON, 1994; MOTA, 2014).  

 

3.2 Epidemiologia 

A ocorrência da TB pode ser modificada dependendo do sistema de criação, práticas 

sanitárias e tecnológicas adotadas (FURLANETTO et al., 2012). A infecção por M. 

bovis nos países em desenvolvimento ainda representa um grande risco para a saúde 

pública, pois, mesmo os bovinos sendo o principal reservatório do microrganismo, 

esses podem ser observados em outros animais domésticos ou silvestres em humanos 

(ROCHA et al., 2012).  
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Em relação à distribuição geográfica da doença, existem países desenvolvidos que 

restringiram ou eliminaram a TB dos rebanhos bovinos. Entretanto, de janeiro de 2017 

a junho de 2018, de 188 países que declaram ocorrência de tuberculose bovina à OIE, 

apenas (44%) relataram a presença da doença. A maior prevalência de tuberculose 

bovina está na África e em algumas partes da Ásia, embora a doença também seja 

encontrada em países da Europa e das Américas (OIE, 2019). Países da União 

Europeia para serem considerados livres da doença, devem manter a prevalência da 

tuberculose abaixo de 0,1% por um tempo mínimo de seis anos sucessivos. Para os 

países avaliados não livres, como a Espanha, é necessário a implementação de um 

sistema de vigilância com testes tuberculínicos recorrentes no rebanho, retirada dos 

animais reatores e monitoramento de carcaças em matadouros-frigoríficos pela 

inspeção veterinária (GARCIA-SAENZ et al., 2015). 

No Brasil foi instituído, em 2001, o Programa Nacional de Controle e Erradicação da 

Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), posteriormente atualizado pela Instrução 

Normativa nº10/2017, com a finalidade de diminuir a prevalência dessas doenças por 

meio de aplicação de medidas sanitárias, visando erradicação.   

Uma das principais barreiras para controle da tuberculose em bovinos é a presença de 

reservatórios de M. bovis na fauna silvestre. Espécies selvagens como texugos, 

gambás, javalis, veados e outras representam um reservatório do agente, assim, a 

circulação desses animais difunde a doença para os animais domésticos. Países como 

Nova Zelândia, Irlanda e Reino Unido tentam erradicar a tuberculose bovina onde há 

reservatório desses animais (ANAELOM et al., 2010; GORMLEY; CORNER, 2012).  

Um estudo sobre a situação epidemiológica da TB foi realizado pelo Ministério da 

Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) em treze Unidades Federativas 

Brasileira que representam 75% do rebanho (Fig.1).  
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Figura 1. Prevalência de focos de tuberculose bovina em propriedades e de animais 

bovinos reagentes aos testes de tuberculinizacão nos diferentes estados brasileiros.   

 

O estudo demostrou que a situação epidemiológica da tuberculose bovina apresenta 

diferença dentro e entre os estados (BAHIENSE et al., 2016; BARBIERI et al.,2016; 

DIAS et al., 2016; GALVIS et al., 2016; GUEDES et al., 2016; LIMA et al., 2016; 

NÉSPOLI et al., 2016; QUEIROZ et al., 2016; RIBEIRO et al.,2016; ROCHA et al., 

2016; SILVA et al., 2016;VELOSO et al., 2016; VENDRAME et al., 2016).  

Ferreira Neto et al. (2016) realizaram uma avaliação do PNCEBT no Brasil quinze 

anos após sua implementação e identificaram que estados como Espírito Santo, norte 

de São Paulo, sul de Minas Gerais e sul de Goiás, que são áreas com grande produção 

leiteira, possuem as maiores prevalências de tuberculose bovina. Os pesquisadores 
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relataram que fatores como alta produção de leite, principalmente em fazendas que 

apresentam maior sofisticação na produção e maior concentração de fêmeas, entrada 

de animais sem realização de testes tuberculínicos possam estar associados ao aumento 

da doença no rebanho.   

Para identificar os aspectos epidemiológicos na região de Quixeramobim (CE) 248 

fêmeas lactantes foram testadas através do teste Tuberculínico Cervical Comparado 

(TCC), as quais se mostraram negativas ao teste. Entretanto, o pesquisador relatou que 

este resultado não pode sustentar a ausência da doença na região avaliada, apenas 

afirmar que essa amostra não era positiva, pois existem alguns fatores que podem ter 

contribuído para esse resultado, como a ação voluntária dos participantes das 

propriedades e a seca, que podem contribuir para eliminação dos animais mais 

debilitados precocemente (NASCIMENTO, 2014). 

A realização de inquéritos epidemiológicos por meio da inspeção sanitária em 

matadouros-frigoríficos é de grande importância para evitar a propagação da doença a 

população humana, pelo consumo de carne contaminada, tanto em países com índices 

de prevalência baixa como elevada (DOMINGO; VIDAL; MARCO, 2014). Biffa et al. 

(2012) avaliaram 337 carcaças com lesões sugestivas de tuberculose durante a 

inspeção oficial de 3.322 bovinos abatidos em cinco frigoríficos localizados na Etiópia 

e relataram que as lesões mais frequentes estavam nos pulmões e linfonodos 

respiratórios (50,9%), seguidos por linfonodos mesentéricos e intestinais (16,5%).  

Alzamora Filho et al. (2014) avaliaram 825.394 bovinos em matadouros-frigoríficos 

no estado da Bahia, com inspeção oficial, dos animais avaliados 180 apresentaram 

lesões sugestivas de tuberculose com crescimento em meio de cultura em 25 (13,9%) e 

14 (56%) dos isolados foram confirmados pela técnica de PCR multiplex como M. 

bovis.  

No estado de Mato Grosso, Carvalho et al. (2015), avaliaram 41.193 bovinos durante a 

inspeção post mortem, onde 0,48% das carcaças apresentaram lesões suspeitas de 

tuberculose bovina. No cultivo bacteriológico, foi isolado 1,5% das amostras e M. 

bovis foi confirmado no PCR multiplex em 7% das amostras bacteriológicas. Os testes 
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de diagnósticos moleculares como o PCR têm contribuído nos estudos 

epidemiológicos da tuberculose bovina auxiliando no diagnóstico juntamente com os 

testes intradérmicos ou bacteriológicos (CARVALHO et al., 2014).  

 

3.3 Tuberculose zoonótica  

A tuberculose em humanos é causada principalmente pelo Mycobacterium 

tuberculosis, entretanto, a tuberculose bovina originada por M. bovis pode ser 

subestimada em seres humanos como causa da tuberculose de origem zoonótica, por 

não realizar diagnóstico diferencial de Mycobacterium tuberculosis e M. bovis 

(OLEA-POPELKA et al., 2016). Alguns fatores predisponentes podem levar ao 

desenvolvimento da doença em seres humanos como o consumo de leite contaminado 

sem os devidos tratamentos térmicos, contato com aerossóis de animais doentes 

(SICHEWO et al., 2019) e consumo de carne bovina cozida inadequadamente (SAIDU 

et al., 2015). No Brasil, os abatedouros clandestinos municipais que não seguem as 

normas sanitárias expostas pela lei, apresentam um alto risco de contaminação por M. 

bovis através da ingestão da carne (GARRO et al., 2011). Os grupos ocupacionais que 

lidam diretamente com os animais como magarefes, médicos veterinários, pecuaristas 

são considerados grupos com maior risco de desenvolver a doença (UNE; MORI, 

2007).  

Estima-se que M. bovis é responsável por 0,5 a 7,2% dos casos de tuberculose humana 

em países desenvolvidos e por 10 a 15% de novos casos nos países em processo de 

desenvolvimento (DE LA RUA-DOMENECH, 2006). Avaliações sobre a ocorrência 

da tuberculose bovina em humanos são de extrema importância, especialmente devido 

à falta de informação onde a tuberculose bovina é endêmica. Em 2018, foram 

diagnosticados 72.788 novos casos de tuberculose humana no Brasil, de acordo com 

dados do Ministério da Saúde, dos quais 4.559 casos foram registrados no estado do 

Ceará, sem informações de pacientes com tuberculose causada por M. bovis (BRASIL, 

2019).  



25 
 

Em muitos casos o diagnóstico ineficiente da tuberculose por M. bovis em seres 

humanos pode levar ao um tratamento ineficaz, considerando que o tratamento da 

tuberculose zoonótica é complexo porque M. bovis é resistente a pirazinamida, um dos 

medicamentos essenciais no tratamento da tuberculose humana. Os sintomas clínicos 

causados tanto por M. tuberculosis e M. bovis são difíceis de diferenciar, tornando a 

tuberculose zoonótica subdiagnosticada (WHO, FAO, OIE, 2017). Rahman et al. 

(2015) coletaram amostras de escarros de pacientes com tuberculose e de leite em 

bovinos com sinais de TB para pesquisar a existência de M. bovis através da PCR. A 

amplificação por PCR do fragmento de DNA de Mycobacterium bovis foi encontrada 

em 12,33% (37/300) das amostras de bovinos e em 6,67% (6/90) do escarro, indicando 

a possibilidade da transmissão zoonótica. 

Bapat et al. (2017), em um estudo para avaliar a incidência da tuberculose bovina em 

diferentes populações da Índia Central e os fatores que podem levar ao 

desenvolvimento da doença, concluíram que a mesma está presente principalmente na 

população humana que mantem contato próximo com os animais. Segundo Khattak et 

al. (2016), a informação sobre a tuberculose bovina em seres humanos a partir do 

contato com animais é negligenciada. Por isso, esses autores realizaram um estudo 

com trabalhadores de matadouros, açougues, médicos veterinários e assistentes 

veterinários para avaliar a ocorrência da tuberculose zoonótica no Peshawar, Paquistão 

e perceberam que as informações sobre os riscos da doença entre alguns desses grupos 

eram escassas e a ausência do uso de equipamentos de proteção, propiciou um maior 

risco em desenvolver a enfermidade, principalmente em trabalhadores de matadouro.  

Uma abordagem intersetorial e multidisciplinar de saúde única que envolva a saúde 

animal, humana e ambiental são importantes para enfrentar os desafios colocados pela 

tuberculose zoonótica e outras enfermidades que tenham relação entre animais e seres 

humanos (OLEA-POPELKA; FUJIWARA, 2018). 
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3.4 Imunopatogenia  

As alterações patológicas geradas na infecção por TB estão associadas à interação 

entre os mecanismos de defesa do hospedeiro, fatores de virulência do microrganismo 

e o equilíbrio entre as respostas imunológicas e os processos inflamatórios. A doença 

forma um processo inflamatório caseoso-necrosante granulomatoso crônico que afeta 

principalmente os pulmões e os linfonodos regionais, por ser a via respiratória a 

principal forma de infecção, porém, outros órgãos também podem ser comprometidos 

como ossos, articulações, intestino e sistema nervoso central (DOMINGO; VIDAL; 

MARCO, 2014).  

Após entrar em contato com o hospedeiro, o agente é fagocitado pelos macrófagos que 

são os sítios primários da divisão intracelular de M. bovis no local da infecção. 

Entretanto, quando a resposta imune é ineficiente e não consegue eliminar a 

micobacteria, o patógeno multiplica-se no interior dos macrófagos ocasionando lise 

destes, ocorrendo liberação dos microrganismos, que serão fagocitados na corrente 

sanguínea por outros macrófagos que não foram ativados (BRASIL, 2006). A lise 

celular causada nos macrófagos induz a liberação de quimiocinas e citocinas fazendo 

com que outras células migrem para o local da infecção (PALMER et al., 2019). As 

células T apresentam grande importância na primeira linha de defesa contra os 

patógenos invasores e na formação da resposta imune adaptativa (HAYDAY, 2000). 

Uma reação de hipersensibilidade tardia é estimulada pelo sistema imune com a parada 

da propagação bacilar, ocasionando destruição tecidual do hospedeiro por meio de 

necrose de caseificação, na tentativa em extinguir ou mesmo limitar o crescimento de 

M. bovis levando a formação de granulomas (DOMINGO; VIDAL; MARCO, 2014). 

A morfologia microscópica do granuloma tuberculóide caracteriza-se por uma região 

central de necrose caseosa, cercada por macrófagos, células epitelióides, células 

gigantes de Langerhans multinucleadas, linfócitos, células plasmáticas ocasionais, 

envoltos por uma cápsula fibrosa (PALMER et al., 2019) que pode ter sua estrutura 

alterada de acordo com o grau da infecção, apresentando um nível de fibrose mais 

acentuado em lesões crônicas (Warren et al., 2006). 
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De acordo com o desenvolvimento das lesões, após o indivíduo ser contaminado, as 

lesões iniciais distinguidas como complexo primário podem permanecer estáveis ou 

progredir para a forma miliar, quando acomete todo sistema (RADOSTITS et al., 

2002).    

 

3.5 Transmissão 

A tuberculose bovina pode ser transmitida de diferentes formas, podendo ocorrer entre 

indivíduos da mesma espécie ou espécies distintas (NUGENT, 2011). O bovino 

contaminado é a principal fonte de infecção para o rebanho, podendo transmitir a 

doença principalmente pela via respiratória por meio de aerossóis, e para que isso 

aconteça, é necessário o contato próximo entre esses animais (CORNER, 2006). A 

infecção pela via digestiva nos bovinos pode ocorrer, entretanto é considerada 

secundária à respiratória, devido a poucos relatos de bovinos apresentando lesões 

mesentéricas (NEILL et al., 1994). Os animais podem se infectar indiretamente através 

do meio ambiente por meio do contato com fezes, urina, água, solo e pastagem 

contaminada com M. bovis (CUNHA et al., 2019).  

Um fator de risco importante para que a doença seja introduzida no plantel é a 

aquisição de novos animais sem a realização da tuberculinização, assim, como a 

densidade animal, que aumenta a probabilidade de transmissão principalmente nos 

rebanhos leiteiros, devido a uma maior aproximação durante as ordenhas 

(GOODCHILD; CLIFTON-HADLEY, 2001; BAHIENSE et al., 2016).  

Outra rota de transmissão importante para os bovinos são os animais silvestres, os 

quais atuam como reservatório de M. bovis, e dificultam o processo de erradicação da 

doença nos rebanhos devido à interação entre as espécies (CORNER; MURPHY; 

GORMLEY; 2011). 

A contaminação humana por M. bovis pode ocorrer através do consumo de produtos de 

origem animal contaminados pelo microrganismo e de forma direta quando há um 

contato próximo com aerossóis de animais infectados (OIE, 2017). O risco de 
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transmissão aumenta principalmente para pessoas que lidam diretamente com os 

animais como veterinários, magarefes, inspetores de frigoríficos e produtores rurais 

(VALENTE; VALE; BRAGA, 2011).  

 

3.6 Sinais clínicos  

Os bovinos acometidos por M. bovis podem apresentar sinais clínicos como 

emagrecimento progressivo, febre, fraqueza, inapetência, quando o sistema 

respiratório está envolvido, apresentam tosse úmida, que piora durante exercícios e 

dispnéia ou taquipnéia (UNE; MORI, 2007). A tuberculose acomete frequentemente os 

pulmões e linfonodos do sistema respiratório (SANCHEZ et al., 2011).  

Alguns testes podem ser realizados durante a análise clínica, para verificação dos 

sintomas como a compressão na região da faringe para verificar a presença de tosse 

crônica, sendo indicativo de uma broncopneumonia, auscultação e percussão do tórax 

para detectar áreas de silêncio e ruído. A disfagia e respiração ruidosa podem estar 

presentes devido a aumento dos linfonodos retrofaríngeos. Alguns animais podem 

apresentar outros sinais clínicos extrapulmonar como aumento de volume na parte 

superior dos quartos posteriores do úbere, aumento de volume nos linfonodos 

supramamários, podendo está relacionado com a forma mastítica da doença, sendo um 

grande problema de saúde pública devido à disseminação da enfermidade através do 

leite contaminado (RADOSTITS et al., 2002). 

3.7 Métodos de diagnóstico  

O uso de técnicas diagnósticas utilizando amostras de tecido de animais supostamente 

infectados para detecção de M. bovis, tem colaborado para o controle e erradicação da 

doença (COSTA et al., 2013). Os métodos de diagnósticos da tuberculose podem ser 

divididos em métodos diretos os quais determinam a presença do agente etiológico no 

material biológico, como testes bacteriológicos, histopatológicos e moleculares e em 

métodos indiretos, que pesquisam a resposta gerada pelo animal ao agente etiológico, 
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podendo ser humoral com produção de anticorpos circulantes ou celular, mediada por 

linfócitos e macrófagos (CORNER, 1994; CAGIOLA et al., 2004).  

O diagnóstico clínico associado ao teste tuberculínico é utilizado constantemente a 

campo. O teste consegue na maioria das vezes identificar a doença em estágio crônico, 

a onde os animais apresentam um decréscimo da sensibilização alérgica 

(SAKAMOTO et al., 2008).  Outros métodos utilizados com frequência para detecção 

da tuberculose em bovinos e bubalinos é a bacteriologia e histopatologia (BRASIL, 

2006).  

A inspeção post mortem das amostras de carcaças bovinas nos frigoríficos é um 

método de grande importância para controle da tuberculose bovina (KU et al.,2018).  

Entretanto, Furlanetto et al. (2012) relataram que mesmo sendo uma técnica 

fundamental, no momento da avaliação macroscópica pode ocorrer dificuldades na 

detecção e identificação das lesões, desta forma, o uso de métodos complementares 

como exames bacteriológico, histopatológico, e molecular podem complementar a 

inspeção post mortem, melhorando o diagnóstico da tuberculose.  

 

3.7.1. Diagnóstico Clínico 

A tuberculose pode apresentar-se geralmente crônica em bovinos e estes mostrarem-se 

sadios, mas no estágio inicial da doença pode apresentar-se como aguda e progressiva, 

por isso, o diagnóstico pelo exame clínico pode insensível e com baixa especificidade 

(UNE; MORI, 2007; GORMLEY et al., 2014).  

Um dos métodos mais utilizados, principalmente a campo, é o diagnóstico clínico 

associado à tuberculinização. O teste também pode identificar animais com 

tuberculose crônica, os quais podem apresentar um decréscimo da sensibilização 

alérgica, podendo, muitas vezes, chegar à anergia (BRASIL, 2006). 

O diagnóstico com base apenas nos sinais clínicos pode ser dificultoso, pois a 

quantidade de animais com evidência clínica pode ser restrito ou ausente, sendo a 
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maioria diagnosticado por testes de rotina ou achados nos matadouros (COUSINS, 

2001). 

3.7.2 Diagnóstico Imunológico 

O teste de diagnóstico imunológico oficial para tuberculose bovina é o teste alérgico 

cutâneo (CASAL et al., 2015), sendo considerado um método de referência pela 

Organização Mundial da Saúde Animal (OIE) e utilizado como ferramenta básica em 

programas de controle e erradicação da TB em todo o mundo, apresentando boa 

sensibilidade e especificidade quando o procedimento é executado de forma 

padronizada em todas as etapas, podendo diagnosticar infecções recentes (BRASIL, 

2006). 

Apresenta a vantagem de ser um método econômico, seguro e rápido (MOTA et al., 

2008), entretanto, apresenta algumas limitações como dificuldades na administração e 

interpretação dos resultados, necessidade de uma segunda visita à propriedade, baixo 

grau de padronização e teste de acurácia variável (DE LA RUA-DOMENECH et al., 

2006), bem como, dificuldades em detectar a doença em fêmeas que estão no período 

de periparto, estágios iniciais ou tardios da doença, devido ao período de incubação e 

anergia, respectivamente, e desnutrição. Animais testados com frequência podem 

tornar-se dessensibilizados, por apresentarem capacidade diminuída para responder a 

um novo teste alérgico, devido a uma deficiência temporária do sistema imunológico 

(BRASIL, 2006). 

Para realização do teste de diagnóstico alérgico-cutâneo da TB, é utilizada a 

tuberculina Purified Protein Derivative- Derivado Proteico Purificado (PPD), um 

extrato proteico adquirido por precipitação de proteínas após o cultivo de 

micobactérias em meio sintético, ocasionando uma reação de hipersensibilidade tardia 

tipo IV no animal sensibilizado (MONAGHAN et al., 1994). Em 48 a 72 horas, a 

região de inoculação pode mostrar-se endurecida e hiperêmica, se o animal apresentar 

a doença, que ocorre pela reação das células T sensibilizadas com as proteínas PPD 

avária e bovina (TORTORA; FUNKE; CASE, 1998). Para aplicação da tuberculina, 

são utilizados três métodos intradérmicos, como o teste da prega caudal, cervical 
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simples e comparativo (BRASIL, 2006). O Teste Cervical Simples (TCS) é adotado 

como prova de rotina, o Teste da Prega Caudal (TPC) é empregado exclusivamente em 

bovino de corte, sendo o Teste Cervical Comparativo (TCC) o teste confirmatório ou 

utilizado como prova de rotina em rebanhos com histórico de reações inespecíficas 

(BRASIL, 2016).  

Existem outros testes diagnósticos imunológicos como a dosagem do IFN-γ que 

fundamenta-se na detecção da resposta imunológica precoce mediada por células 

(RAMOS; SILVA; DELLAGOSTIN, 2015) e o ensaio de imunoadsorção enzimático 

ou ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) indireto, que mensura a ligação de 

anticorpos específicos a um antígeno (DE LA RUA-DOMENECH, 2006).   

 

3.7.3 Diagnóstico post mortem  

A detecção das lesões post mortem sugestivas de tuberculose bovina é realizada 

principalmente durante a inspeção sanitária em matadouros-frigoríficos e no 

procedimento de necropsia quando o animal vem a óbito em fazendas, seja por 

tuberculose ou outra patologia (KANTOR; RITACCO, 2006; PAIXÃO et al., 2008). A 

inspeção nos matadouros-frigoríficos brasileiros é regulamentada pelo Regulamento da 

Inspeção Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) da divisão 

de normas técnicas do Departamento de Inspeção dos Produtos de Origem Animal 

(DIPOA) do MAPA, aprovado em março de 1952, sendo constantemente reavaliado 

(BRASIL, 2017).  

Para que os achados post mortem sejam eficientes, é importante um entendimento dos 

locais mais prováveis do surgimento das lesões sugestivas de tuberculose (MILIAN-

SUAZO et al., 2000). Os linfonodos (mediastínicos, retrofaríngeos, bronquiais, 

parotídeos, cervicais, inguinais superficiais e mesentéricos), pulmão e fígado 

apresentam lesão em 95% dos casos (BRASIL, 2006). Biffa et al. (2012), em estudo 

realizado na Etiópia, observaram que os pulmões e os linfonodos associados ao 

sistema respiratório apresentaram uma maior frequência de lesões, seguido dos 

linfonodos intestinais e mesentéricos. 
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Em relação à aparência da lesão, pode variar com o desenvolvimento da infecção 

(PAIXÃO et al., 2008). Amostras de carcaças abatidas durante a inspeção sanitária em 

matadouros-frigoríficos podem apresentar nódulos granulomatosos de aspectos 

purulento ou caseoso, com presença de cápsula fibrosa ou apresentar calcificação no 

centro da lesão com ranger durante o corte (SOUZA et al., 2016).  

As lesões geradas pelo microrganismo não são patognomônicas da doença (BRASIL, 

2006), pois existem outros patógenos como Corynebacterium spp. e Streptococcus 

spp. que apresentam lesões macroscópicas similares a TB (FURLANETO et al., 2020). 

Por isso, é necessário um treinamento mais intensivo dos agentes, os quais podem 

confundir as lesões tuberculosas com outras patologias (MENDES et al., 2013). 

 

 3.7.4 Diagnóstico histopatológico  

Os diagnósticos histopatológicos são empregados para contornar a desvantagem da 

demora nos resultados bacteriológicos e em países em desenvolvimento com elevada 

incidência de tuberculose e restrições financeiras. Técnicas histopatológicas como 

hematoxilina-eosina (HE) e o método de Ziehl-Neelsen (ZN) são utilizados como 

métodos complementares no diagnóstico da TB bovina. Embora a histopatologia seja 

um método rápido e sensível, carece de especificidade (STEWART et al., 2013; 

FRANÇA et al., 2016).  

Na técnica de coloração por hematoxilina-eosina ocorre acúmulo de macrófagos com 

formação de células gigantes de Langerhans, circundadas por linfócitos, plasmócitos, 

fibrose periférica e necrose caseosa central, formando um granuloma (NEILL et al., 

1994).)  

A coloração de Ziehl-Neelsen consiste em pesquisar a presença de bacilos álcool 

ácidos resistentes, os quais podem reter o material aquecido por fucsina após o 

tratamento de álcool-ácido, podendo ser observados ao microscópio (MARAIS et al., 

2008). Outras micobactérias podem compartilhar das mesmas propriedades tintoriais e, 

portanto, são identificadas como bacilos álcool-ácidos resistentes pela coloração de 
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Ziehl-Neelsen dificultando diagnóstico (SEVILLA et al., 2015). A observação da 

presença de bacilos álcool-ácido resistentes só é possível em concentrações superiores 

a 10
3
 bactérias por mL (ZANINI, 2002).  

 

3.7.5 Diagnóstico bacteriológico  

O isolamento primário é o método de diagnóstico confirmatório definitivo considerado 

para tuberculose bovina, podendo levar de 30 a 90 dias para crescimento (BRASIL, 

2006). A técnica pode ser realizada utilizando amostras de lesões sugestivas de 

tuberculose bovina as quais serão semeadas em meios de cultura a base de piruvato 

como o Stonebrink-Lesslie (ST) que estimula o crescimento de M. bovis, e em meios 

Lowenstein-Jensen (LJ), que contém glicerol e favorece o crescimento de M. 

tuberculosis (KANTOR; RITTACO, 1994). O meio escolhido para cultivo interfere no 

tempo de crescimento da micobactéria, a qual apresenta um desenvolvimento mais 

lento em meios sólidos quando comparado à inoculação em meios líquidos 

(MARCONDES et al., 2006), além de influenciar na taxa de recuperação da cultura 

microbiológica (YATES et al., 2017).  

Antes de ser semeada nos meios de cultura, a amostra deve passar por processos de 

descontaminação, devido à provável presença de microrganismos menos exigentes que 

apresentam crescimento mais acelerado que M. bovis, consumindo os nutrientes do 

meio e tornando seu isolamento inviável (AMBROSIO et al., 2008). Diferentes 

reagentes químicos descontaminantes ácidos ou básicos são utilizados para este fim 

com protocolos distintos. Os métodos mais comuns são: Petroff, Petroff modificado, 

cloreto de 1-Hexadecilpiridinio (HPC), lauril sufato de sódio, ácido oxálico, o de 

Corper e Stone modificado (fosfato trissódico a 23% e fosfato monossódico a 20%) e o 

de Kubica e Dye (NALC-NaOH) (DUARTE, 2010). 

Assim, com objetivo de comparar três métodos de descontaminação, Medeiros et al. 

(2011) observaram uma maior recuperação de bacilos nas amostras com o método 

Hexadecilpiridíno (HPC) a 0,75 %  em relação aos outros descontaminantes utilizados. 

Furlanetto et al. (2012) utilizaram o método Petroff para descontaminação de amostras 
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e observaram mais quantidade de colônias quando comparado ao HPC. Ambrosio et al. 

(2008) analisaram três tratamentos de descontaminação, que foram o NaOH a 4% 

(Método Petroff), Ácido Sulfúrico (H2SO4) a12% e Cloreto de 1-Hexadecilpiridínio 

(HPC) a 1,5%. Para o tratamento controle foi utilizada solução salina a 0,9%. O HPC 

proporcionou uma menor taxa de contaminação (3%) quando comparado ao controle 

(88%), NaOH (33%) e H2SO4 (21,7%). Em relação ao sucesso do isolamento, o 

método HPC foi melhor (40%) que o controle (3%), o hidróxido de sódio (NaOH) 

13% e ácido sulfúrico (H2SO4) 1,7%. Indicando que o HPC é uma alternativa ao 

método de Petroff.   

É Importante que todas as etapas do processo, desde a escolha das amostras de tecidos 

no exame post mortem, seleção do meio de cultura e condições empregadas para 

cultivar o microrganismo, tenham sido desempenhadas de forma ideal, pois contribui 

para a sensibilidade e especificidade do método e o sucesso do diagnóstico 

(GORMLEY et al., 2014). O método pode apresentar baixa sensibilidade, podendo 

estar relacionada com algumas etapas do processo como a descontaminação, que além 

de destruir contaminantes pode ocorrer perdas de bacilos, aumentando assim os 

resultados falso-negativos e o tempo prolongado para obter isolamento e identificação 

bioquímica do agente (CONER, 1994). 

 

3.7.6 Diagnóstico molecular  

As técnicas moleculares tem sido implementadas no diagnóstico da TB como um teste 

auxiliar à cultura microbiológica, para detecção de DNA do bacilo em amostras de 

tecido (LORENTE-LEAL et al., 2019). As técnicas são baseadas em sua maioria na 

reação em cadeia da polimerase (PCR) e tem como alvo polimorfismos específicos, 

sequências de inserção e as regiões de diferença genômica de Mycobacterium spp. 

(REDDINGTON et al., 2011).  

A PCR foi descoberta no início em 1986 por Kary Banks Mullis e Faloona, tendo sido 

reconhecida como importante avanço científico, por permitir inúmeras vezes e em 

pouco tempo, a amplificação in vitro de uma sequência alvo de ácido nucleico através 
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do uso da enzima Taq polimerase, tornando possível a identificação do DNA 

bacteriano (ANDRADE, 1993). 

A PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade para identificar agentes 

infecciosos, não sendo necessário que os microrganismos estejam viáveis na amostra 

biológica. A técnica consiste em duplicar fitas de DNA in vitro através de modificação 

de temperatura. Sendo necessário para sua realização desoxinucleotídeos (dNTPs) do 

DNA (A-T-C-G), primers ou sequências de iniciadores específicos, DNA polimerase 

termoestável, DNA extraído da amostra clínica, um cofator para atividade da Taq 

DNA polimerase que é o cloreto de magnésio (MgCl2), um tampão, geralmente cloreto 

de potássio (KCl), para conservar pH e condição adequada para atividade enzimática e 

água ultrapura, como diluente (HAAS; TORRES, 2016). Assim, para se obtenha 

sucesso com o emprego da técnica, é importante a escolha correta dos marcadores 

moleculares que serão detectados e amplificados, assim como, a sequência de primes 

utilizado e extração de DNA de qualidade (SAKAMOTO et al., 2008).  

Quando há necessidade de distinção e identificação das espécies do complexo M. 

tuberculosis, pode ser empregada a técnica de PCR multiplex, que tem se mostrado 

uma ferramenta útil, como utilizada por Alzamora Filho et al. (2014), associada à 

inspeção post mortem de rotina, demonstrando ser uma técnica promissora para a 

vigilância da tuberculose bovina em abatedouros, contribuindo para o sucesso do 

programa de erradicação dessa enfermidade. Spositto et al. (2014) com objetivo de 

diferenciar M. bovis de M. tuberculosis, utilizaram PCR multiplex e confirmaram ser 

uma técnica benéfica para diferenciação de micobactérias do Complexo 

Mycobacterium tuberculosis. 

Warren et al. (2006) utilizaram a técnica fundamentada em regiões de diferença (RD1, 

RD2, RD4, RD9 e RD12), onde o tamanho do produto gerado na amplificação, 

correspondem a ausência ou presença das regiões de diferença (RD). Essas regiões 

foram desenvolvidas para a identificação das espécies do Complexo Mycobacterium 

tuberculosis, resultantes da PCR multiplex. O autor destaca que este protocolo permite 

a diferenciação mais precisa, tornando-o adequado para fins de rotina de vigilância e 

laboratórios.  
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4 CONTROLE E PREVENÇÃO 

Alguns países já erradicaram ou alcançaram bons níveis de controle da tuberculose em 

bovinos, como os países europeus e norte-americanos, assim como a Austrália e a 

Nova Zelândia. No entanto, existem países em que a situação epidemiológica da 

doença é mal compreendida (FERREIRA NETO, 2018). 

Em todo o mundo, o controle da TB se dá pela identificação das fontes de infecção, 

por meio de testes tuberculínicos com posterior abate dos animais reagentes, bem 

como a realização de testes antes da entrada de novos animais no rebanho. Os animais 

devem ser testados na origem e logo após a entrada no quarentenário da unidade de 

criação, respeitando-se o intervalo mínimo de 60 dias entre os testes. Em relação aos 

produtos de origem animal destinados ao consumo humano, a principal forma de 

controle é através da inspeção sanitária da carne e derivados, pasteurização ou 

esterilização do leite e derivados, diminuindo os riscos de transmissão de M. bovis ao 

homem (BRASIL, 2006).  

Entretanto, a grande dificuldade no controle e erradicação da doença é a presença de 

reservatório de animais silvestres, uma vez que o reservatório é frequentemente mal 

observado e difícil de gerenciar (KAO; CARTER; AUSTERMAN, 2016).  

No Brasil a execução do PNCEBT implica em  métodos para o controle ou mesmo a 

erradicação da tuberculose no país, os quais incluem certificação de propriedades 

livres ou monitoradas da doença, com adesão voluntária dos produtores; controle do 

trânsito de animais; normas sanitárias para participação de bovinos em eventos 

pecuários, incluindo exposições, feiras e leilões; credenciamento e capacitação de 

médicos-veterinários; diagnóstico e apoio laboratorial com participação do serviço 

veterinário oficial (SVO); e educação sanitária (BRASIL, 2016). 

Neto et al. (2019), realizaram um estudo em 48 propriedades no estado do Espírito 

Santo, para determinar a prevalência e os fatores de risco da TB por meio de teste 

tuberculínico cervical simples e teste cervical comparativo. Concluíram que o 

principal fator de risco para a TB foi a aquisição de novos animais e, sobretudo, 
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quando estes não eram testados para a doença antes de serem introduzidos na 

propriedade. 

Para o controle da tuberculose bovina, além da implantação de um programa sanitário 

no rebanho bovino, devem-se adotar medidas educativas com a população, a exemplo 

da utilização de equipamentos de proteção individual dos trabalhadores que lidam com 

animais, especialmente na indústria da carne (THOEN; LOBUE; KANTOR, 2006). A 

vacinação e o tratamento da tuberculose bovina, não podem ser adotados até o 

momento como forma de controle da doença, todo animal com diagnóstico positivo 

deve ser eliminado com abate sanitário em matadouros-frigoríficos que possuem 

inspeção sanitária (BRASIL, 2006). 
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Os resultados obtidos serão apresentados em forma de artigo científico, o qual será 

submetido para publicação na Revista Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinária e 

Zootecnia, desta forma, a formatação do manuscrito aqui apresentado seguirá as 

normas da revista. 
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 19 

RESUMO 20 

O objetivo do trabalho foi pesquisar Mycobacterium bovis em lesões sugestivas de 21 

tuberculose nas carcaças de bovinos no Estado do Ceará, por meio dos testes de 22 

diagnóstico bacteriológico e molecular. Entre agosto de 2017 e janeiro de 2019, o 23 

serviço de inspeção Estadual (SIE) inspecionou 59.512 bovinos, destes 7,4% 24 

(44/59.512) apesentaram lesões sugestivas. Desses animais foram enviadas 68 amostras, 25 

as quais estavam localizadas no pulmão 4,5% (31/68), linfonodos 2,9% (20/68), fígado 26 

2,0% (14/68) e carcaça 0,4% (3/68). Ao realizar o isolamento bacteriológico, 15,9% 27 

(7/44) dos bovinos evidenciaram crescimento de colônias nas amostras. Os esfregaços 28 

dos isolados foram submetidos à coloração de Zielh-Neelsen e todos confirmaram 29 

bacilo álcool ácido resistente. A reação em cadeia da polimerase identificou todos os 30 
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isolados 100% (7/7) como M. bovis. A associação das técnicas de diagnóstico permitiu 31 

identificar a presença do agente no Estado e a análise molecular demostrou ser uma 32 

técnica benéfica no monitoramento da tuberculose bovina, podendo ser utilizada como 33 

um método auxiliar no programa de controle e erradicação da tuberculose bovina no 34 

Estado do Ceará.  35 

Palavra-chave: Diagnóstico. Epidemiologia. Mycobacterium ssp. PCR multiplex. 36 

 37 

Isolation and molecular identification of Mycobacterium bovis in tissue lesions of 38 

cattle slaughtered in slaughterhouses located in the State of Ceará 39 

ABSTRACT 40 

The objective of the research was to identify Mycobacterium bovis in lesions suggestive 41 

of tuberculosis in bovine carcasses in the State of Ceará, by means of bacteriological 42 

and molecular diagnostic tests. Between August 2017 and January 2019, the State 43 

inspection service (SIE) inspected 59,512 cattle, of which 7.4% (44 / 59,512) presented 44 

suggestive lesions. Of these animals, 68 samples were sent, which were located in the 45 

lung 4.5% (31/68), lymph nodes 2.9% (20/68), liver 2.0% (14/68) and 0.4% carcass 46 

(3/68). When performing bacteriological isolation, 15.9% (7/44) of bovines showed 47 

colony growth in the samples. The smears of the isolates were submitted to Zielh-48 

Neelsen staining and all confirmed bacillus acid resistant alcohol. The polymerase chain 49 

reaction identified all isolates 100% (7/7) as M. bovis. The association of diagnostic 50 

techniques allowed to identify the presence of the agent in the State and the molecular 51 

analysis proved to be a beneficial technique in the monitoring of bovine tuberculosis, 52 

and can be used as an auxiliary method in the bovine tuberculosis control and 53 

eradication program in the State of Ceará. 54 

Keyword: Diagnosis, multiplex PCR, Mycobacterium ssp, Epidemiology.  55 
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 56 

INTRODUÇÃO 57 

A tuberculose bovina (TB) é uma doença de evolução crônica causada pelo 58 

Mycobacterium bovis (M. bovis) (CHIU et al., 2019), caracterizada por lesões nodulares 59 

granulomatosas de desenvolvimento progressivo, denominado tubérculos e são 60 

comumente observadas nos pulmões, pleura, linfonodos adjacentes, fígado, baço e 61 

intestino (VORDERMEIER et al., 2012; OIE,2019). Sendo considerada uma das causas 62 

de perdas econômicas importantes ao setor agropecuário, podendo originar morte dos 63 

animais, redução no ganho de peso, diminuição na produção de leite e descarte precoce 64 

de animais de alto valor zootécnico (PACHECO et al., 2009; AHAMAD et al., 2017). 65 

M. bovis possui uma ampla cadeia de hospedeiros, podendo, ocasionar tuberculose 66 

zoonótica, sendo transmitida, sobretudo, por meio do consumo de produtos de origem 67 

animal infectado, principalmente em regiões em que a sanidade alimentar é deficiente. 68 

O risco de transmissão é maior para trabalhadores ocupacionais, devido o contato direto 69 

com os animais, já que o patógeno pode ser transmitido também por aerossóis (OIE, 70 

2020). Neste contexto, a inspeção sanitária em matadouros-frigoríficos é uma 71 

ferramenta de grande importância para a identificação de lesões sugestivas da doença e 72 

rastreamento de focos, auxiliando a vigilância sanitária da tuberculose (SOUZA et al., 73 

2016). Alguns países como Estados Unidos, Canadá, Cuba, Austrália e a maioria da 74 

Europa continental demostraram que o monitoramento em frigoríficos é importante para 75 

eliminação de animais infectados pela doença, podendo levar a redução da tuberculose 76 

bovina nos rebanhos (AYELE et al., 2004). No Brasil, em 2001, um Programa Nacional 77 

de Controle e Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) foi instituído pelo 78 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) com o objetivo de 79 

diminuir os impactos negativos dessas zoonoses na saúde humana e animal, (BRASIL, 80 

2017). No estado do Ceará, mesmo com a presença de fatores que indique a existência 81 

da doença em determinados rebanhos, não existem dados oficiais na agencia de defesa 82 

do estado, havendo necessidade de intensificação na fiscalização sanitária nos rebanhos 83 

e nos matadouros-frigoríficos. Um estudo realizado no estado do Ceará utilizando 84 

técnica de genotipagem molecular em conjunto com isolamento bacteriológico 85 

confirmou a presença de M. bovis no estado, segundo os autores, a pesquisa pode 86 



37 
 

contribuir para criação de um banco de dados para posteriores estudos epidemiológicos.   87 

(NASCIMENTO, 2014; FERREIRA et al., 2020). 88 

O diagnóstico da tuberculose bovina pode ser realizado por meio de isolamento e 89 

identificação do agente etiológico no material biológico, conhecido como “padrão ouro” 90 

(PACHECO et al., 2009). Entretanto, estudos vêm evidenciando o uso de métodos 91 

moleculares como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) na detecção de M. bovis 92 

em lesões sugestivas de tuberculose, permitindo assim, uma maior acurácia, contribuído 93 

para o controle e erradicação da tuberculose bovina (CARDOSO et al., 2009 ; COSTA 94 

et al., 2013). Técnicas como a PCR multiplex tem mostrado uma ferramenta benéfica, 95 

associada à inspeção post mortem de rotina e isolamento bacteriológico, evidenciando 96 

ser um método promissor para a vigilância sanitária da tuberculose bovina 97 

(ALZAMORA FILHO et al., 2014). Sendo assim, foi realizado um estudo com o 98 

objetivo de identificar a presença de Mycobacterium bovis em carcaças de bovinos com 99 

lesões características de tuberculose, observadas durante a inspeção post mortem em 100 

matadouros-frigoríficos com serviço de inspeção oficial no estado do Ceará, utilizando 101 

como diagnóstico confirmatório o método molecular associado ao teste bacteriológico.   102 

MATERIAL E MÉTODOS 103 

Durante o período de agosto de 2017 a janeiro de 2019, 59.512 bovinos foram 104 

inspecionados em três frigoríficos com Serviço de Inspeção Estadual (SIE), situados nos 105 

municípios de Maracanaú, Iguatu e Juazeiro do Norte. As lesões sugestivas de 106 

tuberculose foram coletadas durante a inspeção das carcaças bovinas pelo inspetor 107 

Médico Veterinário e acondicionadas em coletores universal estéril contendo solução 108 

saturada de borato de sódio (Na2B2O7•10H2O, 140g/L) como meio conservante, o qual 109 

preserva micobactérias por até 60 dias em temperatura ambiente (RICHARDS e 110 

WRIGHT, 1983). As amostras com até 30 dias em solução saturada de borato, foram 111 

encaminhadas para o Laboratório de Micobacterioses da Universidade Estadual de 112 

Santa Cruz (LAMVET-UESC) para isolamento e identificação de micobactérias.  As 113 

lesões sugestivas de tuberculose bovina foram descontaminadas pelo cloreto de 1- 114 

hexadecilpiridinio (HPC) a 1,5%, inoculadas nos meios de cultura Stonebrink-Leslie e 115 

Lowenstein-Jensen e incubadas a 37°C por até 90 dias e avaliadas semanalmente para 116 

identificação de crescimento de colônias sugestivas de micobactérias (RODRIGUEZ, 117 
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2005; BRASIL, 2008). Foi realizada coloração de Ziehl-Neelsen nas colônias isoladas 118 

nos meios de cultura para confirmação das características tintoriais de bacilo álcool-119 

ácido resistente (BAAR). Desses isolados caracterizados como BAAR, foi realizada 120 

extração do DNA. Para identificação do Mycobacterium bovis, foi realizada PCR 121 

multiplex, segundo protocolo descrito por Warren et al. (2006), incluindo os desenhos 122 

dos primers que são baseados nas regiões genômicas de diferença do complexo 123 

Mycobacterium tuberculosis: RD1, RD4, RD9 e RD12. A amplificação do material 124 

genético foi realizada em um volume final de 25 μL com 0,2U de Taq DNA polymerase 125 

(HotStarTaq plus DNA polymerase, QIAGEN), tampão de PCR 1X, tampão Q 1X, 2,8 126 

μL de H2O, 2 μL MgCl2, 4 μL de dNTP e 0,5 μL de cada primer. O controle positivo foi 127 

obtido no Laboratório de Micobacterioses da Universidade Estadual de Santa Cruz - 128 

(LAMVET-UESC) e para controle negativo água ultra pura, para avaliar o surgimento 129 

de contaminantes. As áreas de pré- PCR e PCR foram realizadas em locais separados. 130 

As condições da reação no termociclador SimpliAmp (applied biosystems by life 131 

technologies) para amplificação do DNA foram: 95ºC por 5 minutos (fase de 132 

desnaturação); 45 ciclos de 94ºC por um minuto, 62ºC por um minuto e 72ºC por um 133 

minuto (fase de anelamento); seguidos por uma fase de extensão final a 72ºC por 10 134 

minutos. Os produtos de amplificação foram separados por eletroforese (60V/cm) em 135 

gel de agarose 3% em tampão TBE 1X e visualizados por coloração com SYBR Safe 136 

10.000 vezes diluído. 137 

 138 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 139 

Dos 59.512 bovinos sadios inspecionados ao exame ante mortem, 44 bovinos 140 

apresentaram lesões sugestivas. Destes, foram enviadas ao laboratório 68 lesões 141 

sugestivas de tuberculose bovina durante o exame post mortem, obtidas durante a rotina 142 

de abate pelo serviço de inspeção oficial. O método de diagnóstico por meio da 143 

inspeção sanitária auxilia na identificação de lesões macroscópicas de tuberculose 144 

bovina em regiões com elevada prevalência e contribui em reduzir a ocorrência da 145 

doença nos bovinos e na transmissão a seres humanos e outros animais (CORNER, 146 

1994). No presente estudo, a investigação de lesões sugestivas por meio da inspeção, 147 

mostrou - se uma ferramenta eficiente para identificação de M. bovis e rastreamento de 148 
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focos da doença na região de estudo. De acordo com SOUZA et al (2016), a inspeção 149 

deve ser realizada por profissionais capacitados para diminuir erros durante a detecção e 150 

não gerar danos sanitários ao consumidor.  151 

As lesões macroscópicas sugestiva de tuberculose bovina enviada para análise durante o 152 

estudo estavam localizadas no pulmão (31), linfonodos (20), fígado (14) e carcaça (3). 153 

Dados similares ao de Saidu et al. (2015), que inspecionaram 800 bovinos em 154 

matadouros na Nigéria e observaram que as lesões estavam distribuídas no pulmão, 155 

linfonodos e outros tecidos. Souza et al. (2014) avaliando a frequência de lesões 156 

macroscópicas de bovinos abatido no estado de Minas Gerais, observaram ocorrência de 157 

lesões semelhantes. O’REILLY; DABORN (1995) descrevem que a maior frequência 158 

das lesões em sistema respiratório evidencia a importância da transmissão do bacilo pela 159 

via respiratória, principalmente em animais que vivem em confinamento. Sendo assim, 160 

os dados encontrados no estudo, onde a maior porcentagem de lesões foi observada no 161 

pulmão, demonstra que a forma pulmonar pode ser uma via importante de transmissão 162 

no estado do Ceará. Considerando a cultura como método padrão de diagnóstico de 163 

tuberculose (CORNER, 1994), ao realizar o isolamento bacteriológico no presente 164 

estudo, 15,9% (7/44) dos bovinos que apresentaram amostras com lesões sugestivas, 165 

exibiram crescimento de colônias de coloração creme-amarelada, pequenas, 166 

arredondadas, bordas irregulares, superfície granular em meio de cultura Stonebrink- 167 

Leslie e o tempo médio observado para crescimento das colônias foi de 32 dias, sendo 168 

mínimo de 23 dias e o máximo de 74 dias (Fig.1). Alzamora Filho et al. (2014) 169 

demostraram resultados semelhantes em meio de cultura Stonebrink-Leslie, com tempo 170 

médio para o aparecimento das colônias de 34 dias. 171 
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 172 

  Figura 1. Colônias em meio Stonebrink- Leslie com 32 dias de cultivo (A) e após 60 dias de 173 

cultivo (B).  174 

A seleção dos meios de cultura disponíveis, procedimentos de descontaminação e 175 

condições de incubação são fatores importantes, pois, podem interferir no resultado do 176 

isolamento bacteriano (IKUTA et al., 2016). Yates et al. (2017) observaram que a 177 

quantidade de bacilos nas amostras e o tempo de conservação destas até o 178 

processamento pode influenciar na taxa de recuperação da cultura microbiológica, 179 

podendo levar a resultados falso negativo. Sendo assim, no presente estudo todos os 180 

métodos utilizados para o processamento da cultura mostraram ser eficientes. 181 

As amostras que apresentaram crescimento de colônias foram submetidas à coloração 182 

de Ziehl-Neelsen, visto que todos os esfregaços evidenciaram a presença de bacilos 183 

álcool-ácido resistentes (BAAR). Souza et al. (2016), utilizaram a técnica de Ziehl-184 

Neelsen, para avaliarem 28 amostras com lesões em linfonodos bovinos, sendo que 185 

13,6% demonstraram bacilos álcool ácidos resistentes (BAAR), resultado semelhante ao 186 

presente estudo.  187 

Pela PCR multiplex, o Mycobacterium bovis foi identificado em 7/7 (100%) dos 188 

isolados de acordo com o perfil de amplificação dos produtos esperados para a 189 

micobactéria, dos quais apresentam amplificação dos fragmentos relativos às regiões 190 

RD1 (146pb), RD4 (268pb), RD9 (108pb), RD12 (306pb) (Fig.2). 191 

 A 
A  

A 

B 



41 
 

 192 

Figura 2. Perfil de amplificação de Mycobacterium bovis por PCR multiplex de isolados de 193 

cultivo bacteriano. M, marcador de peso molecular 100bp; CN, controle negativo (água ultra-194 

pura); CP, controle positivo Mycobacterium bovis; C01, C02, C04, C06, C08, C25 e C40, 195 

amostras positivas para M. bovis. 196 

A técnica de PCR multiplex em associação com a cultura bacteriológica mostrou-se 197 

valiosa para a confirmação da tuberculose bovina podendo ser utilizada para 198 

rastreamento e diferenciação de outras micobacterioses, assim como alcançado por Asil 199 

et al. (2013) que utilizou a técnica de PCR multiplex para detectar a tuberculose bovina 200 

no estado de Darfur do Sul, Sudão. A utilização da PCR multiplex como um método 201 

complementar para identificação de M. bovis, aumenta a segurança dos resultados, 202 

garantindo confiabilidade no diagnóstico. Furlanetto et al. (2012) em um estudo 203 

realizado no estado de Mato Grosso, empregando a PCR multiplex para identificação de 204 

M. bovis, demostraram ser uma técnica benéfica, podendo ser utilizada para auxiliar a 205 

vigilância de tuberculose bovina em frigoríficos. 206 

Com o objetivo de Identificação e diferenciação entre as micobactérias utilizando PCR 207 

multuiplex, Ramos et al. (2018) avaliaram 31 (56,4%) amostras com lesões sugestivas 208 

de tuberculose, e destas, M. bovis foi identificado em 13 (41,9%) das amostras e 209 

Mycobacterium spp. identificadas em 18 (58,1%). Os autores apontaram que o 210 

isolamento e identificação de M. bovis e Mycobacterium spp em carcaças de bovinos, 211 

implica que os seres humanos estão expostos ao risco de infecção. Sendo assim, devido 212 

às consequências impresumíveis causadas pela infecção por M. bovis na saúde animal e 213 
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humano, a caracterização molecular pode corroborar no controle e erradicação da 214 

doença (CAZOLA et al., 2015). 215 

Levando em consideração o sexo dos animais, os resultados dos isolados positivos na 216 

PCR apresentaram 0,17% (6/7) para fêmeas e 0,08% (1/7) para machos. Esses 217 

resultados estão em conformidade com os dados apresentados por Ahmad et al. (2017) 218 

em um estudo realizado na Nigéria, os quais observaram 226 lesões sugestivas de 219 

tuberculose, sendo que destas 79 eram provenientes de  machos e 147 de fêmeas. 220 

Admitindo o descrito por Acha e Szyfres, (2001) em que as fêmeas leiteiras são mais 221 

susceptíveis em adquirir a doença do que os bovinos de corte, os quais são abatidos 222 

precocemente, uma vez que, as fêmeas permanecem mais tempo no rebanho e tem 223 

maior contato durante a ordenha.  224 

A presença de M. bovis foi confirmada por meio da biologia molecular nas regiões 225 

(Iguatu, Jucás e Quixelô) (Fig. 3). A presença do agente nessas regiões destaca a 226 

importância da vigilância sanitária nos municípios, para que realize o controle continuo 227 

nas propriedades, buscando reforçar ou até mesmo implementar as principais medidas 228 

preventivas estabelecidas pelo Programa Nacional de Controle e Erradicação da 229 

Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), prevenindo assim os riscos que a doença pode 230 

causar a saúde animal e humana. 231 

 232 
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Figura 3. Mapa do estado do Ceará, destacando municípios de origem dos bovinos com lesões 233 

sugestivas de Tuberculose Bovina (TB) condenados pelo Serviço de Inspeção Estadual e 234 

municípios de procedência dos bovinos cujas lesões sugestivas tiveram diagnóstico 235 

confirmatório para M. bovis pela biologia molecular. 236 

 237 

CONCLUSÕES 238 

O estudo demostrou que associação dos métodos de diagnóstico post mortem, 239 

bacteriológico e molecular proporcionou a identificação de M. bovis em municípios no 240 

estado do Ceará. Esse resultado demonstra que o Ceará apresenta necessidade de 241 

intensificação e melhoria das medidas de prevenção e controle preditas no PNCEBT, 242 

como à certificação de propriedades rurais controladas e livres para tuberculose. O 243 

Ceará não apresenta dados oficiais cadastrais para a tuberculose bovina e estudos 244 

demostrando a existência do microrganismo em propriedades rurais na região é 245 

formidável para auxiliar a fiscalização sanitária na identificação da doença e elaboração 246 

de estratégias para limitar a transmissão. 247 
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6 CONCLUSÕES GERAIS  

As informações alcançadas demostraram a ocorrência da tuberculose bovina em 

determinadas regiões do Estado do Ceará a partir de lesões sugestivas, encaminhas de 

matadouros-frigoríficos com Serviço de Inspeção Estadual.  

A identificação da espécie por meio do diagnóstico molecular utilizando a PCR 

multiplex associado com inspeção post-mortem e isolamento bacteriológico foi hábil, 

além de ser um método rápido, podendo ser utilizado para auxiliar o programa de 

controle e erradicação da tuberculose bovina no estado do Ceará.   

A partir dos resultados obtidos no estudo, pode-se recomendar um plano de vigilância 

ativa em matadouros-frigoríficos sob serviço de inspeção em busca de focos de 

tuberculose no Estado do Ceará.  
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 O texto NÃO deve conter subitens em nenhuma das 

seções do artigo, deve ser apresentado em arquivo 

Microsoft Word e anexado como “Main Document” 

(Step 2), no formato A4, com margem de 3cm 

(superior, inferior, direita e esquerda), na fonte Times 

New Roman, no tamanho 12 e  no espaçamento de 

entrelinhas 1,5, em todas as páginas e seções do 

artigo (do título às referências), com linhas 

numeradas. 

 Não usar rodapé. Referências a empresas e produtos, 

por exemplo, devem vir, obrigatoriamente, entre 

parêntesis no corpo do texto na seguinte ordem: nome 
do produto, substância, empresa e país. 

 

  

Seções de um artigo 

 

Title: Em português e em inglês. Deve contemplar a essência do artigo e 

não ultrapassar 50 palavras. 

Authors and Affiliation: Os nomes dos autores são colocados abaixo 

do título, com o número do ORCID (de todos os autores) e com 

identificação da instituição a qual pertencem. O autor e o seu e-mail para 

correspondência devem ser indicados com asterisco somente no “Title 
Page” (Step 6), em arquivo Word. 

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro 

contendo até 200 palavras em um só parágrafo. Não repetir o título e 

não acrescentar revisão de literatura. Incluir os principais resultados 

numéricos, citando-os sem explicá-los, quando for o caso. Cada frase 
deve conter uma informação completa. 

Palavras-chave e Keywords: No máximo cinco e no mínimo duas*. 

* na submissão usar somente o Keyword (Step 3) e no corpo do artigo 

constar tanto keyword (inglês) quanto palavra-chave (português), 

independente do idioma em que o artigo for submetido. 

Introduction:Explanação concisa na qual os problemas serão 

estabelecidos, bem como a pertinência, a relevância e os objetivos do 
trabalho. Deve conter poucas referências, o suficiente para balizá-la. 

Material and Methods: Citar o desenho experimental, o material 

envolvido, a descrição dos métodos usados ou referenciar corretamente 

os métodos já publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou 

organismos geneticamente modificados deverão constar 

obrigatoriamente o número do Certificado de Aprovação do CEUA. 
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(verificar o Item Comitê de Ética). 

Results: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados. 

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas. 

Usar linhas horizontais na separação dos cabeçalhos e no final da tabela. 

O título da tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo 

número de ordem em algarismo arábico e ponto (ex.: Tabela 1.). No 

texto, a tabela deve ser referida como Tab seguida de ponto e do 

número de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando referir-se a várias 

tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em espaçamento 

simples e fonte de tamanho menor que 12 (o menor tamanho aceito é 

oito). A legenda de tabela deve conter apenas o indispensável para o seu 

entendimento, mas deve ser completa o suficiente para ser entendida 

independente do texto principal.. As tabelas devem ser obrigatoriamente 
inseridas no corpo do texto de preferência após a sua primeira citação. 

Figura. Compreende qualquer ilustração que apresente linhas e pontos: 

desenho, fotografia, gráfico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe 

inicialmente a palavra Figura, seguida do número de ordem em 

algarismo arábico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig 

seguida de ponto e do número de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar 

mais de uma figura (ex.: Fig. 1, 2 e 3). Além de inseridas no corpo do 

texto, fotografias e desenhos devem também ser enviados no formato 

JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado, anexado no campo 

próprio de submissão, na tela de registro do artigo. As figuras devem ser 

obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferência após a sua 

primeira citação. 

Nota: Toda tabela e/ou figura que já tenha sido publicada deve conter, 

abaixo da legenda, informação sobre a fonte (autor, autorização de uso, 
data) e a correspondente referência deve figurar nas Referências. 

Discussion: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: 

As seções Resultados e Discussão poderão ser apresentadas em conjunto 
a juízo do autor, sem prejudicar qualquer uma das partes). 

Conclusions: As conclusões devem apoiar-se nos resultados da pesquisa 

executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM revisão de 
literatura, discussão, repetição de resultados e especulações. 

Acknowledgements: Não obrigatório. Devem ser concisamente 
expressados. 

References: As referências devem ser relacionadas em ordem 

alfabética, dando-se preferência a artigos publicados em revistas 

nacionais e internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser 

referenciados o mínimo possível, portanto, somente quando 

indispensáveis. São adotadas as normas gerais da 

ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos: 

Como referenciar: 

1. Citações no texto 

A indicação da fonte entre parênteses sucede à citação para evitar 
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interrupção na sequência do texto, conforme exemplos: 

 autoria única: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuário..., 

1987/88) ou Anuário... (1987/88); 

 dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974); 

 mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. 

(1979); 

 mais de um artigo citado: Dunne (1967); Silva (1971); 

Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967; Silva, 1971; Ferguson et 

al., 1979), sempre em ordem cronológica ascendente e alfabética 

de autores para artigos do mesmo ano. 

Citação de citação. Todo esforço deve ser empreendido para se consultar 

o documento original. Em situações excepcionais pode-se reproduzir a 

informação já citada por outros autores. No texto, citar o sobrenome do 

autor do documento não consultado com o ano de publicação, seguido da 

expressão citado por e o sobrenome do autor e ano do documento 
consultado. Nas Referências deve-se incluir apenas a fonte consultada. 

Comunicação pessoal. Não faz parte das Referências. Na citação coloca-

se o sobrenome do autor, a data da comunicação, nome da Instituição à 
qual o autor é vinculado. 

2. Periódicos (até quatro autores citar todos. Acima de quatro autores 

citar três autores et al.): 

ANUÁRIO ESTATÍSTICO DO BRASIL. v.48, p.351, 1987-88. 

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies on immunity to 
alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res., v.40, p.5-10, 1979. 

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al. Anestesia general 
del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-20, 1984. 

3. Publicação avulsa (até quatro autores citar todos. Acima de quatro 
autores citar três autores et al.): 

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. 

981p. 

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriológicos de ostras, 

mariscos e mexilhões. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE MEDICINA 

VETERINÁRIA, 14., 1974, São Paulo. Anais... São Paulo: [s.n.] 1974. 
p.97. (Resumo). 

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE, H.W. (Ed). 

Enfermedades del cerdo. México: UTEHA, 1967. p.400-415. 

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington: National Academy 

of Sciences, 1968. 69p. 

SOUZA, C.F.A. Produtividade, qualidade e rendimentos de carcaça e de 

carne em bovinos de corte. 1999. 44f. Dissertação (Mestrado em 

Medicina Veterinária) – Escola de Veterinária, Universidade Federal de 
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Minas Gerais, Belo Horizonte. 

4. Documentos eletrônicos (até quatro autores citar todos. Acima de 

quatro autores citar três autores et al.): 

QUALITY food from animals for a global market. Washington: Association 

of American Veterinary Medical College, 1995. Disponível em: 
<http://www.org/critca16.htm>. Acessado em: 27 abr. 2000. 

JONHNSON, T. Indigenous people are now more cambative, organized. 

Miami Herald, 1994. Disponível em: 

<http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-RelatedArticles/>. 

Acessado em: 5 dez. 1994. 
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