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RESUMO 

 

Objetivou-se com esta tese detectar a ocorrência do DNA de Mycobacterium bovis em 

bovinos e em queijo tipo coalho utilizando-se a Reação em Cadeia da Polimerase em tempo 

real (qPCR) para identificar possíveis focos do agente e seu potencial risco para saúde 

pública. Foram analisadas amostras de leite e sangue de 401 animais, sem histórico de 

tuberculose bovina, procedentes de 20 propriedades dos 19 municípios que compõem a 

microrregião Garanhuns, bacia leiteira do Estado de Pernambuco, Brasil. As 107 amostras de 

queijo tipo coalho foram procedentes de feiras livres, padarias e mercados dos municípios 

localizados na microrregião Garanhuns. A qPCR foi realizada usando como alvo a região de 

diferença 4 (RD4) de M. bovis. Em relação às amostras biológicas analisadas dos bovinos, 

nove (2,2%) foram positivas e confirmadas por sequenciamento genético. Em relação às nove 

amostras positivas, uma (11,1%) foi de leite e oito (88,9%) de sangue. Foram identificados 

animais positivos em seis (30%) propriedades. Não foi identificado nenhum fator de risco 

associado à infecção por M. bovis. A respeito das 107 amostras de queijo analisadas, três 

(2,8%) foram positivas para pesquisa de DNA de M. bovis e confirmadas por sequenciamento. 

A identificação do DNA de M. bovis em amostras biológicas de rebanhos provenientes da 

microrregião Garanhuns, bem como em queijo tipo coalho comercializados nessa região 

denotam a importância da implantação de medidas de controle para a tuberculose bovina para 

assegurar não só a sanidade dos animais como também minimizar os riscos para a saúde 

pública.   

Palavras-chaves: Biologia Molecular, Leite, Tuberculose, Vacas. 



 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to detect the occurrence of Mycobacterium bovis in cattle 

and artisanal cheese through real time Polymerase Chain Reaction (qPCR) to identify possible 

agent's outbreaks and its potential risk to public health. Samples of 401 animals were 

analyzed, with no history of bovine tuberculosis, from 20 properties of the 19 municipalities 

that forms the microregion Garanhuns, dairy region of Pernambuco, Brazil.The 107 samples 

of cheese were coming from open-air markets, bakeries and neighborhood grocery stores of 

the municipalities located in the Garanhuns. The qPCR was used to identify a fragment 

corresponding to the difference in region 4 (RD4) of M. bovis. Of all analyzed samples, nine 

(2.2%) were positive and the presence of M. bovis DNA was confirmed by sequencing. Of the 

nine positive samples, one (11.1%) was a milk sample and eight (88.9%) were blood. Positive 

animals were identified in six (30%) properties. None of the risk factors evaluated were 

statistically associated with bovine tuberculose. Of the 107 samples analyzed cheese, three 

(2.8%) were positive for DNA detection of M. bovis and confirmed by sequencing. The 

identification of the DNA of M. bovis in biological samples of cattle from Garanhuns as well 

as artisanal cheese marketed in this region show the importance of the implementation of 

control measures for bovine tuberculosis to ensure not only the health of animals as well 

minimize risks to public health.  

 

Keywords: Cows, Milk, Molecular Biology, Tuberculosis.
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INTRODUÇÃO 

 

Na última década, a produção leiteira no Estado de Pernambuco cresceu 173%, 

ficando atrás, apenas, da Bahia, na Região Nordeste (SEBRAE, 2010). Em 2013 o estado 

ocupou o 11
o
 lugar no ranking de produção de leite totalizando 561.829 litros (MEZZADRI, 

2014). Em 2008 a microrregião Garanhuns, Estado de Pernambuco, ocupou o 3
o
 lugar em 

produção com 104 milhões de litros produzidos. Dentre os derivados de leite, o queijo de 

coalho destaca-se na região nordeste e em Pernambuco, sendo considerado um alimento 

identitário (MENEZES, 2011), com receita aproximada de R$ 25 milhões mensalmente com o 

produto, colocando a população do Estado como a maior consumidora de queijo do Nordeste 

(SEBRAE, 2010). 

Dentre as enfermidades de importância para a saúde dos rebanhos bovinos, destaca-se 

a tuberculose bovina, enfermidade infectocontagiosa de grande impacto para a saúde animal e 

pública, ocasionando perdas não só na produtividade do plantel como na economia da 

atividade (MENDES et al., 2011). 

A doença tem caráter crônico e apresenta-se como lesões granulomatosas afetando, 

principalmente, linfonodos e tecidos pulmonares dos bovinos. É causada pelo Mycobacterium 

bovis que junto com o Mycobacterium tuberculosis e outras micobactérias formam o 

complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) (BRASIL, 2006). 

Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) indicam que no ano de 2014, 9,6 

milhões de pessoas adoeceram com tuberculose e seis milhões de novos casos foram 

notificados (WHO, 2015).  No Brasil, anualmente são notificados aproximadamente 70 mil 

casos novos, ocorrendo 4,6 mil mortes em decorrência da doença. O país ocupa o 17º lugar 

entre os 22 países responsáveis por 80% do total de casos de tuberculose no mundo (BRASIL, 

2016). Estudos no Brasil sobre a tuberculose humana por M. bovis ainda são escassos. 

A tuberculose em humanos causada por M. bovis é, clinicamente indistinguível 

daquela causada pelo M. tuberculosis. Cerca de 7,2% dos casos da doença em países 

industrializados é ocasionada pelo M. bovis (COSTA, 2009). 

O monitoramento da doença em bovinos é feito pelo teste tuberculínico e o 

diagnóstico definitivo é realizado mediante isolamento e identificação do agente etiológico 
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com base em amostras biológicas. Contudo, essas técnicas são demoradas e podem ocorrer 

problemas de contaminação (JORDÃO-JÚNIOR et al., 2005; COSTA, 2009). 

Técnicas moleculares como a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) oferecem alta 

sensibilidade e especificidade e vêm sendo utilizadas em estudos para diagnóstico de 

tuberculose bovina em várias amostras clínicas como sangue, leite e exsudato nasal. Nesse 

contexto, a PCR, em tempo real, permite análise mais rápida e sensível contribuindo para 

melhor conhecimento da epidemiologia da doença (FIGUEIREDO et al., 2008). 

Em Pernambuco os estudos publicados com tuberculose bovina foram realizados com 

o uso da tuberculinização (IZAEL, 2009; MENDES et al., 2011), não havendo dados com 

PCR em amostras de leite, sangue e queijo.  

Em virtude do impacto econômico que a tuberculose bovina pode ocasionar para a 

bovinocultura e o risco da transmissão do M. bovis para humanos pelo consumo do leite e do 

queijo coalho contaminados, objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorrência do 

Mycobacterium bovis em rebanhos bovinos da microrregião Garanhuns – PE, assim como em 

queijos tipo coalho comercializados na região. 
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1 REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1 Agente etiológico 

 

A tuberculose bovina é causada pelo Mycobacterium bovis, pertencente à família 

Mycobacteriaceae, gênero Mycobacterium. Essa bactéria possui forma de bastonete curto, é 

aeróbico, imóvel, não capsulado, não flagelado, apresentando aspecto granular, medindo de 

0,5 a 10,0 µm de comprimento por 0,2 a 0,6µm de largura, apresentando coloração vermelho 

intensa na coloração de Ziehl-Neelsen devido à resistência na descoloração ao álcool-ácido, 

sendo denominada como bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) (PANDOLFI et al., 2007; 

THOEN et al., 2009; WILDNER et al., 2011). 

O isolamento é feito em meios diferenciados que levam em sua composição ovo e 

amido, enriquecido de asparagina e com adição de verde malaquita. Para M. bovis é usado o 

piruvato de sódio em substituição do glicerol que é tóxico para este (KUBICA et al., 2006). A 

temperatura ótima de crescimento varia entre os 30ºC e 45ºC (THOEN et al., 2009). A 

característica do gênero consiste na complexidade da sua parede celular, constituída por uma 

elevada percentagem de lipídeos, que incluem ácidos micólicos de 60 a 90 carbonos (COSTA, 

2009). Essas micobactérias caracterizam-se, também, por ter crescimento lento (> 7 dias) 

(RIBÓN, 2012). 

As colônias em meio Lowenstein-Jensen apresentam crescimento de tamanho 

pequeno, arredondadas, de coloração amarelo-pálida, com borda irregular e superfície 

granular. É negativo para a acumulação de niacina e redução de nitrato e é susceptível ao 

ácido hidrazida tiofeno-2-carboxílico (TCH) (KUBICA et al., 2006; THOEN et al., 2009). 

Os membros do complexo apresentam o fator corda tendo a capacidade de formar 

cordões de agregado de BAARs devido a uma molécula do ácido micólico, trealose 6,6-

dimicolato. A presença do fator na coloração de Ziehl-Neelsen é indicativa para os membros 

do complexo em comparação com as micobactérias não tuberculosas que se distribuem 

uniformemente (THOEN et al., 2009; RIBÓN, 2012). 

M. bovis faz parte do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) que compreende, 

também, o M. tuberculosis, M. africanum, M. microti (MOSTOWY et al., 2002), M. caneti, 

M. pinipedii, M. caprae (REDDINGTON et al., 2011). O genoma dos membros do CMT 
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possui 4,4 milhões de pares de bases. Apesar do elevado grau de conservação dos seus 

genomas, as espécies do CMT demonstram importantes diferenças fenotípicas, diferentes 

adaptações e virulências nos hospedeiros (COSMA, SHERMAN; RAMAKRISHNA, 2003; 

KUBICA et al., 2006; PANDOLFI et al., 2007; ROEW; DONAGHY, 2008; COSTA, 2009; 

JORGE, 2010). 

O genoma do M. bovis possui 4.345.492 pares de bases com 4.003 genes que 

codificam 3.952 proteínas e 50 RNAs estruturais, possui um profago e 42 sequências de 

inserção (IS -Insertions sequences) (GARNIER et al., 2003; ACOSTA-SALINASA; 

ESTRADA-CHÁVEZB; MILIÁN-SUAZOC, 2009). O DNA apresenta 65,63% de conteúdo 

guanina-citosina (GC) (GARNIER et al., 2003) e suas proteínas são na maioria enzimas 

necessárias para o metabolismo lipídico constitutivo da parede celular como o ácido micólico 

(ACOSTA-SALINASA; ESTRADA-CHÁVEZB; MILIÁN-SUAZOC, 2009). 

Geneticamente, M. bovis tem 99,9% de identidade com o M. tuberculosis (GARNIER 

et al., 2003; TAYLOR et al., 2007; GUTA et al., 2014), mas o genoma do M. bovis é reduzido 

devido a deleções variando de 1 a 12.7kp de tamanho (GARNIER et al., 2003; COUSINS, 

2004) (Figura 1). 

Figura 1 – Esquema representando as deleções que ocorreram a partir do 

M. tuberculosis até o M. bovis (SMITH et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estudos direcionados para essa pequena porcentagem diferente no genoma (0,01%) 

são fundamentais para entender os diferentes mecanismos existentes entre os dois bacilos 
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(TIBATÁ; GONZALEZ, 2004). Foram identificados 2.437 SNPs (Single nucleotide 

polymorphism) entre M. bovis e M. tuberculosis que conferem características próprias ao 

bacilo bovino como, por exemplo, a resistência à droga antituberculose pirazinamida para 

humanos (GARNIER et al., 2003). 

Recombinações genéticas são raras em micobactérias e não há evidências de 

translocações, duplicações e inversões devido ao seu crescimento lento. Essa similaridade 

deve-se, também, à ausência de mecanismos de troca genética como conjugação e 

transformação (MOSTOWY et al., 2002; GARNIER et al., 2003; ACOSTA-SALINASA, 

ESTRADA-CHÁVEZB; MILIÁN-SUAZOC, 2009). 

A maioria das trocas genéticas entre as micobactérias ocorrem por elementos móveis 

como as ISs, conferindo polimorfismos entre as cepas (ACOSTA-SALINASA; ESTRADA-

CHÁVEZB; MILIÁN-SUAZOC, 2009). Em M. bovis, esses polimorfismos ocorrem em 

deleções dessas ISs que se encontram em cópias únicas. Dentre as sequências repetidas, cinco 

estão associadas com a diversidade genética entre as cepas do CMT, entre elas as sequências 

em tandem ricas em GC (PGRS) e as sequências repetidas em número variável (VNTR) 

(ACOSTA-SALINASA; ESTRADA-CHÁVEZB; MILIÁN-SUAZOC, 2009; RAMOS et al., 

2014). 

 

1.2.  Epidemiologia 

 

No relatório da OIE (Organização Mundial de Saúde Animal), 109 países reportaram a 

infecção pelo M. bovis em rebanhos bovinos entre 2005-2010 (RAMOS et al., 2014); na 

Figura 2 encontra-se o mapa da OIE (2016
1
) de distribuição da doença no mundo no primeiro 

semestre de 2015. De acordo com o mapa, no Brasil a doença ocorre em bovinos, assim como 

alguns países da América Latina. Na Argentina e Paraguai a doença está limitada a uma ou 

mais áreas. Embora a doença tenha distribuição mundial, programas de controle têm 

eliminado ou ajudado a controlar a doença em animais domésticos em vários países (CFSPH, 

 

1  OIE :  
 http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/Diseasedistributionmap?disease_t
ype_hidden=&disease_id_hidden=&selected_disease_name_hidden=&disease_type=0&disease_id_terrestrial=
32&species_t=0&disease_id_aquatic=-
999&species_a=0&sta_method=semesterly&selected_start_year=2015&selected_report_period=1&selected_s
tart_month=12&date_submit=OK 
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2009; MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010; SKUCE; ALEEN; MCDOWELL, 2012; 

RAMOS et al., 2014). Austrália, Dinamarca, Suécia, Canadá, entre outros, são considerados 

livres de tuberculose (CFSPH, 2009; GUTA et al., 2014). Alguns países da Europa, Estados 

Unidos e México apresentam programas de controle em andamento (CFSPH, 2009). 

Figura 2: Mapa da distribuição da tuberculose bovina no mundo no período de janeiro a julho 

de 2015.  

Fonte: OIE. 

A prevalência da tuberculose bovina na Coréia entre 1961-2010 foi de 1,4 para cada 

1000 animais (LEE; LEE, 2013). Na Palestina um estudo avaliou amostras de tecidos e de 

leite cru de vacas por PCR e identificou prevalência de 3,2% (EREQAT et al., 2013). Na 

Espanha estudo indicou prevalência de 1,3% entre 2006-2011, com 50% dos casos positivos 

sendo representados por casos novos (GUTA et al., 2014). 

Na África, a prevalência da tuberculose bovina é alta (até 50%) e foi relatada em 

diversas regiões da Zâmbia onde bovinos e antílopes (Kafue lechwe) compartilham água e 

pastagem, bem como em áreas onde ocorre a movimentação dos bovinos de várzeas para 

pastagens durante a estação seca (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010). 

No Brasil, entre dezembro de 2014 a dezembro de 2015, foram registrados 53 novos 

focos de tuberculose bovina (OIE, 2016
2
). O Estado de Pernambuco registrou dois focos 

 

2  OIE: http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/statusdetail 
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nesse período. Os Estados do Rio Grande do Sul e Paraná foram os que mais registram focos 

nesse período. Ceará, Goiás, Minas Gerais e Paraíba tiveram o menor número de focos em 

comparação com os demais (OIE, 2016). 

Os bovinos são os hospedeiros primários para M. bovis (MICHEL; MULLER; 

HELDEN, 2010) e outros animais domésticos e mamíferos selvagens também podem se 

infectar (MALAMA et al., 2013). Animais selvagens exercem o papel de reservatório em 

diversas partes do mundo e são responsáveis por novos casos de BTB onde a doença já foi 

erradicada. Na Nova Zelândia, os gambás rabo-de-escova (Trichosurus vulpecula) atuam 

como reservatório. No Reino Unido e Irlanda são relatados como reservatórios os texugos 

(Taxidea taxus), Alces (Alces alces) no Canadá, cudu (Tragelaphus strepsiceros) e búfalos 

(Syncerus caffer) na África e veados de cauda branca (Odocoileus virginianus) nos Estados 

Unidos da América (CFSPH, 2009; OIE, 2009; THOEN et al., 2009). 

Além dos exemplos citados acima, espécies como ovelhas, cabras, cavalos, suínos, 

cães, gatos, furões, camelos, lhamas, muitas espécies de ruminantes selvagens, elefantes, 

rinocerontes, raposas, coiotes, primatas, lontras, focas, leões-marinhos, lebres, guaxinins, 

ursos, javalis, grandes felinos e várias espécies de roedores foram relatadas como 

reservatórios para o bacilo (COUSINS, 2004; THOEN et al., 2009). 

A transmissão de M. bovis ocorre por contato direto entre animais ou indiretamente 

por meio de produtos contaminados. A eliminação de M. bovis pelos animais infectados 

ocorre, principalmente, por secreções respiratórias e fezes, além do leite, urina, descargas 

vaginais e uterinas e materiais dos abscessos ou de lesões abertas de linfonodos periféricos 

(NEILL; SKUCE; POLLOCK, 2005; SKUCE, ALEEN; MCDOWELL, 2012). Os animais 

silvestres atuam como reservatórios, eliminando o agente sem apresentar sinais clínicos 

(RAPOSO, 2011; SOUZA et al., 2011; TAMIRU; HAILEMARIAM; TERFA, 2013).  

A principal via de transmissão de M. bovis em bovinos é por aerossóis (MURAKAMI 

et al., 2009; RAPOSO, 2011; SOUZA et al., 2011). A via transplacentária é rara e a infecção 

pela via sexual é menos comum (CFSPH, 2009; DOMINGOS; VIDAL; MARCO, 2014). 

Pode ocorrer transmissão para o bezerro alimentado com leite proveniente de vacas com 

mastite tuberculosa (DOMINGOS; VIDAL; MARCO, 2014), como também em animais que 

ingerem água ou forragens contaminadas (NEILL; SKUCE; POLLOCK, 2005; MURAKAMI 

et al., 2009; SKUCE, ALEEN, MCDOWELL, 2012). 
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A infecção humana com M. bovis deve-se, principalmente, à ingestão de leite não 

pasteurizado ou por inalação de aerossóis (MURAKAMI et al., 2009; ROCHA et al., 2011). 

O bovino e bubalino infectados constituem a principal fonte de infecção para os 

rebanhos (RODRIGUES et al., 2008). A aquisição de animal infectado é um dos principais 

fatores de risco para rebanhos livres. O homem com tuberculose causada por M. bovis pode 

ser fonte de infecção para os rebanhos bovinos (HUMBLET et al., 2009).  

No Estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil, a identificação de caprinos reativos ao 

teste tuberculínico e com confirmação molecular para o agente levanta questionamentos sobre 

a importância de pequenos ruminantes na epidemiologia da tuberculose bovina (MELO et al., 

2012).   

Alguns fatores podem facilitar a disseminação do agente como a aglomeração dos 

animais que pode propiciar o contato entre os animais e facilitando a infecção (HUMBLET et 

al., 2009). Outros fatores como idade, comportamento e nutrição animal, tipo de produção, 

prática de manejo (MICHEL; MULLER;  HELDEN, 2010) e tamanho do rebanho já foram 

identificados como fatores de risco (HUMBLET et al., 2009; VELOSO et al., 2015). 

Alguns fatores diretos como aquisição de animais, ocorrência de BTB em 

propriedades vizinhas, a movimentação e comércio de animais já foram associados com a 

infecção (GUTA et al., 2014; MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010). Esses fatores podem 

variar de acordo com a região, o rebanho, a estrutura da propriedade e a presença de animais 

selvagens (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010) Fatores como a exposição a fezes e urina 

contaminadas, rotação de pastagem podem atuar, indiretamente, na epidemiologia da doença  

facilitando a transmissão do agente etiológico (GUTA et al., 2014). 

 

1.3 Diagnóstico 

 

O diagnóstico da tuberculose bovina pode ser realizado por várias técnicas, muitas 

vezes em conjunto (STRAIN; MACNAIR; MCDOWELL, 2011). Pode ser realizado, 

diretamente, pela identificação do agente em amostras clínicas ou indiretamente por meio da 

resposta imune do animal frente ao agente (STRAIN; MACNAIR; MCDOWELL, 2011).  
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O diagnóstico in vivo realizado no bovino é feito pelo exame clínico (KICH; 

KRELING; POZZOBON, 2012) o que, geralmente, não tem grande valor, uma vez que a 

maioria dos animais só apresenta sinais clínicos em estágios avançados da enfermidade 

(RUGGIERO, 2007; COSTA et al., 2014) e os sinais não são patognomônicos para a doença 

(STRAIN; MACNAIR; MCDOWELL, 2011).  

A detecção direta pode ser feita pelo isolamento microbiológico ou por técnicas 

moleculares para detecção do DNA do bacilo (STRAIN; MACNAIR; MCDOWELL, 2011). 

Indiretamente o diagnóstico é feito pelo teste tuberculínico (KICH; KRELING; POZZOBON 

2012), baseado na resposta celular contra o bacilo e pelo ensaio de interferon gama (IFN-γ), 

bem como o teste de ELISA de forma complementar (COSTA et al., 2014; RUGGIERO, 

2007). 

O diagnóstico post-mortem é realizado mediante exames histológicos, bacteriológicos 

ou moleculares a partir de tecidos (ROXO, 1996; FUVERKI, 2008; OIE, 2009 

FURLANETTO et al., 2012). Apesar dos testes histológicos serem rápidos e simples, exigem 

uma grande quantidade de bactéria no tecido (10
4
 bacilos/mL) e outras micobactérias podem 

causar lesões similares às de M. bovis (RUGGIERO, 2007). 

M. bovis pode ser visto microscopicamente em esfregaços diretos de amostras clínicas 

utilizando a coloração de Ziehl-Neelsen (COSTA et al., 2014). Esse diagnóstico pode ser 

realizado se o tecido possuir lesões histológicas características (necrose caseosa, 

mineralização, células epiteliais, células gigantes multinucleadas e macrófagos) (OIE, 2009). 

Apesar de ser um teste rápido, apresenta a desvantagem de perda de especificidade (COSTA 

et al., 2014) e não tem a capacidade de distinguir os diferentes membros da família 

Mycobacteriaceae (PROANO-PÉREZ et al., 2011; ALWATHNANI; ASHGAN; IHAB, 

2012), além de funcionar com tecidos com quantidades superior a 10.000 bactérias/mL 

(FUVERKI, 2008). 

O teste tuberculínico ou teste cutâneo (TC) consiste na prova cutânea, simples e com 

boa sensibilidade (RUGGIERO, 2007) e tem papel fundamental em programas de erradicação 

da doença (MURAKAMI, 2009). É o método estabelecido como padrão da OIE para a 

identificação de animais infectados (FIGUEIREDO et al., 2008; OIE, 2009). No Brasil a 

tuberculinização é utilizada como prova no Programa Nacional de Controle e Erradicação da 

Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), de forma periódica e os animais positivos são abatidos, 

uma vez que não há tratamento preconizado por lei no país (BRASIL, 2006; IZAEL, 2009).  
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O teste do interferon gama (IFN-γ) avalia a reatividade celular mediante dosagem da 

citocina em amostras de sangue de animais infectados após estimulação anterior dos linfócitos 

com o PPD (proteína purificada derivada) aviário e bovino (RUGGIERO, 2007; STRAIN; 

MACNAIR; MCDOWELL, 2011; COSTA et al., 2014). O teste é um procedimento não 

invasivo, que ao contrário do TC pode ser realizado várias vezes e sem intervalo de tempo, 

além do animal só precisar ser contido uma vez. Porém a técnica tem elevado custo e a 

necessidade de rápida execução no laboratório uma vez que as amostras de sangue devem ser 

processadas em até 8 horas após a coleta. Também pode apresentar resultados falso-positivos 

em decorrência de reações cruzadas com outras micobactérias (RUGGIERO, 2007). 

O teste de ELISA pode ser usado de forma complementar e é útil na detecção de 

infecção em animais anérgicos. Porém não apresenta boa sensibilidade e especificidade, sendo 

usado em alguns países em conjunto com o TC (RUGGIERO, 2007; THOEN, et al., 2009). 

O diagnóstico confirmatório é realizado com isolamento e identificação do agente por 

cultura bacteriana que é trabalhoso e demorado (COSTA et al., 2014; FIQUEIREDO et al., 

2008). A identificação definitiva da espécie cultivada só é possível com a realização de provas 

bioquímicas e de sensibilidade a drogas (FUVERKI, 2008). Vários testes clássicos baseados 

em crescimentos, propriedades fenotípicas e bioquímicas são usados para diferenciar as 

espécies, mas são testes lentos, laboriosos e imprecisos, além de não poderem ser realizados 

em qualquer laboratório (MURAKAMI et al., 2009). 

Para o isolamento, na necropsia podem-se coletar amostras de nódulos linfáticos de 

órgãos como pulmão, fígado e intestino e enviadas para laboratório onde serão processadas, 

descontaminadas e inoculadas em meios específicos (CFSPH, 2009). O cultivo é realizado 

após uma descontaminação do material pelo método Petrof e a semeadura feita em meios à 

base de ovo como Stonebrink e Lowenstein-Jensen com piruvato de sódio por 10 a 12 

semanas (ROXO, 1996; FENTAHUN; LUKE, 2012; COSTA et al., 2014). Bioquimicamente 

são utilizadas provas como niacina, catalase, redução de nitrato e urease para diferenciar as 

espécies (ALWATHNANI; ASHGAN; IHAB, 2012). 

Apesar de o bacilo poder ser isolado de amostras de animais negativos ou não 

reagentes no TC, o procedimento é demorado e leva semanas para dar um bom resultado 

(ALWATHNANI; ASHGAN; IHAB, 2012). Os métodos moleculares vêm sendo 

desenvolvidos para identificar as espécies em um tempo menor e com a vantagem de poder 

detectar uma quantidade muito pequena de DNA na amostra com alta sensibilidade e 

https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1366&bih=643&q=meio+lowenstein+jersey&spell=1&sa=X&ei=OS-KVbjcE4aYgwSSpJmoCw&ved=0CBkQBSgA


22 

 

 

 

especificidade (ALWATHNANI; ASHGAN; IHAB, 2012; COSTA et al., 2014). O uso de 

técnicas moleculares no diagnóstico da doença pode melhorar o conhecimento da 

epidemiologia da mesma, fornecendo dados que aumentem a eficiência dos programas de 

controles (RAMOS et al., 2014).  

Os primeiros trabalhos com o uso de PCR para detecção e identificação de membros 

do CMT na medicina veterinária foram publicados logo após a introdução da técnica nos anos 

80 e a PCR em tempo real foi introduzida na década seguinte permitindo quantificar o DNA 

presente na amostra (COSTA et al., 2014).  

Vários trabalhos com diferentes abordagens moleculares na detecção do DNA do 

bacilo tanto em animais vivos, como post-mortem já foram descritos, inclusive, com melhor 

sensibilidade e especificidade que os métodos oficiais preconizados (FIGUEIREDO et al., 

2008), com a possibilidade de uso de amostras clínicas e ambientais (STRAIN; MACNAIR; 

MCDOWELL, 2011). A ferramenta vem sendo aplicada no diagnóstico da tuberculose com 

redução no tempo da obtenção do resultado, alta especificidade e sensibilidade e pode detectar 

pequenas quantidades de bacilos vivos ou mortos na amostra (KICH; KRELING; 

POZZOBON, 2012; SWIFT; REES, 2013).  

Detecção baseada na PCR já foi padronizada utilizando diferentes genes como a região 

IS1081 (TAYLOR et al., 2007), hsp65 (FRANCO et al., 2013), IS6110 (LEITE et al., 2003), 

região de diferença RD4 (TAYLOR et al., 2007; SALES, et al., 2014a e b). 

A técnica de Spoligotyping é um método por PCR que se baseia em polimorfismos em 

regiões de repetição dentro do cromossomo e que vem sendo usada na identificação de fontes 

de infecção, no estudo da transmissão entre espécies, e na estabilidade de estirpes por longos 

períodos de tempo em populações fechadas (RAMOS et al., 2014). Outra técnica descrita é a 

PRA PCR (restriction-enzyme analysis) que foi desenvolvida por Telenti em 1993, já foi 

usada em diversos estudos para identificação de espécies de micobactérias em amostras 

bovinas (FIGUEIREDO et al., 2008; FRANCO et a., 2013).  

Estudo publicado por Araújo et al. (2014) detectou membros do CMT com 100% de 

especificidade, diretamentede amostras de animais negativos no TC pela técnica de nested 

PCR, revelando que essa ferramenta molecular pode ser útil na investigação epidemiológica 

da doença em rebanhos que não reagem ao TC. 
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Diferentes amostras clínicas já foram utilizadas para a detecção direta de M. bovis na 

PCR como sangue, leite, exsudato nasal, urina (JIA et al., 2012; CARVALHO et al., 2014). 

Um estudo feito por Romero et al. (1999) demonstrou que houve detecção maior do DNA do 

bacilo em amostra de muco nasal (59%), seguido por sangue (29%) e leite (14%). Já outra 

pesquisa feita por Senthil, Ranjani e Vasumathi (2014) não demonstrou diferença significativa 

na detecção com base em amostras de leite e muco nasal na PCR.  

Considerando-se queaproximadamente 30% das vacas em lactação que são positivas 

para o TC eliminam o bacilo no leite e, apenas em 4% dos casos a bactéria é eliminada em 

quantidade suficiente para ser detectada em cultura (FIQUEIREDO et al., 2008), é importante 

o desenvolvimento de testes rápidos, sensíveis, específicos e seguros para identificar o M. 

bovis no leite bovino (JIA et al., 2012).  

Jordão-Junior et al. (2005) padronizaram uma PCR para detectar M. bovis diretamente 

do leite bovino e para o experimento, o leite foi, artificialmente contaminado e a PCR foi 

realizada com os primers JB21 e 22. A reação foi capaz de detectar 80 UFC/ mL de leite com 

boa sensibilidade e especificidade. Um estudo feito por Senthil; Ranjani e Vasumathi (2014) 

indicou uma maior sensibilidade da PCR em relação ao teste de coloração por BAAR, em que 

2,2% do muco nasal e 2,4% de leite foram positivos, enquanto na PCR esse percentual 

aumentou para 9,8 e 12,2%, respectivamente.  

Sales et al. (2014a) testaram primers para a região de diferença RD4 com 100% de 

eficiência em que todas as 30 amostras testadas de M. bovis foram positivas, indicando que a 

região é um alvo específico para o bacilo bovino com 100% de sensibilidade e especificidade. 

Outro estudo publicado por Sales et al. (2014b) usou o primer Mbo.88, também, para a região 

RD4, para validar a reação de PCR em tempo real com resultados de 100% de sensibilidade e 

especificidade em diferentes equipamentos de qPCR e com diferentes protocolos de reação.   

Apesar da prova padrão ouro para a OIE ser o teste tuberculínico (OIE, 2009), a PCR é 

indicada como diagnóstico complementar (BRASIL, 2006) e seu uso vem sendo cada vez 

mais difundido em diferentes partes do mundo principalmente para detectar o bacilo em 

amostras de leite e derivados (Tabela 1), o que tem relevante papel na saúde pública uma vez 

que esses produtos contaminados podem causar infecção na população humana (JIA et al., 

2012). 
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Tabela 1 - Pesquisa de Mycobacterium bovis em leite bovino e derivados em diferentes regiões do 

mundo 

Autor Ano Local Amostra Alvo PCR Amostras 

positivas 

n/N 

Leite et al.  2003 Brasil  Leite cru  IS6110 18,0% 23/128 

Mishra et al.  2005 Índia Leite cru  HupB 41% 19/48 

Mumtaz et al.  2008 Paquistão Leite cru  Rv2031c 29,0% 9/31 

Jia et al.  2012 China  Leite cru MTP 40  

 pncA 

7,1% 24/336 

Zumárraga et al  2012 Argentina Leite cru  IS6110 40,0% 103/257 

Silva et al.  2013a Brasil Queijo fresco RD4 10,0% 3/30 

Franco et al.  2013 Brasil Leite cru  Hsp65 1,0% 1/100 

Zarden et al.  2013 Brasil Leite cru  IS6110 

RvD1Rv2031c 

50,0% 23/46 

Carvalho et al.  2014 Brasil Leite cru  IS6110 50,0% 75/150 

Mohamed et al.  2014 Egito Leite cru  IS1081 96,4% 27/28 

Melo et al.  2014 Brasil Queijo fresco RD4 17,5% 26/ 147 

Pereira-Suárez et al.  2014 México Queijo fresco rmpb70 3,15% 3/95 

Bezerra et al. 2015 Brasil Leite cru  BoF 1,8% 9/502 

Bhanurekha et al.  2015 Índia Leite cru  IS6110 

Rv1506c 

2,2% 4/181 

Convenções: n – amostras positivas; N – total de amostras analisadas. 

 

1.4 Saúde pública 

 

M. bovis pode causar tuberculose em humanos, conhecida como tuberculose zoonótica 

(VELAYAT et al., 2007; MURAKAMI et al., 2009; INGRAM et al., 2010) considerada pela 

OMS como doença negligenciada (INGRAM et al., 2010). Cerca de 90% das pessoas 

infectadas com TB carreiam o bacilo durante toda a vida ou permanecem ignorando o fato de 

que estão infectados (JABBAR et al., 2015). 

O elo epidemiológico entre a tuberculose bovina e humana, principalmente em 

crianças, tem sido reconhecido mesmo antes da identificação do bacilo tuberculoso em 1882 
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por Robert Koch (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010), quando em 1865 o médico Francês 

Jean Antoine Villemin publicou um estudo provando a transmissão do agente de humanos 

para animais e vice-versa (DANIEL, 2006).  

Estima-se que a taxa de casos de tuberculose zoonótica no mundo seja de 2% e em 

alguns países a incidência é alta (18-30%) como ocorre na Tanzânia, por exemplo 

(GONZALO-ASENSIO et al., 2014). Jabbar et al. (2015) analisaram 100 amostras de sangue 

e escarro de pacientes com tuberculose e identificaram M. bovis em 2% dos casos no 

Paquistão. Já na China, de acordo com Jiang et al. (2015), não existem dados no serviço de 

vigilância de infecção humana pelo bacilo bovino, sugerindo que a incidência de tuberculose 

bovina é baixa e não existe identificação laboratorial do agente. 

Existem diferenças nas prevalências nos países desenvolvidos e em desenvolvimento 

(INGRAM et al., 2010). No Reino Unido, onde as medidas de controle foram implementadas 

com diagnóstico de rebanhos em 1930, os casos humanos pelo bacilo bovino representam 

menos de 1% dos casos de tuberculose, sendo estes relacionados com fazendeiros, 

veterinários e funcionários de abatedouros pelo contato próximo com os animais (TAYLOR 

et al., 2007) ou relacionados a casos de reativação de tuberculose latente (MICHEL; 

MULLER;  HELDEN, 2010). 

Na Nova Zelândia e Estados Unidos, a proporção fica em torno de 2,7% e 1,4%, 

respectivamente. Já países em desenvolvimento como México, Uganda e Nigéria as taxas 

representam 13,8%, 6,9% e 5%, respectivamente (INGRAM et al., 2010). Nos países em 

desenvolvimento, o maior risco da população está associado com a pobreza, HIV e redução 

dos cuidados com saúde. Na América Latina, especula-se que mais de 7.000 novos casos de 

tuberculose podem ocorrer a cada ano (MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010).  

No Brasil, existem evidências do envolvimento de M. bovis na tuberculose humana, 

embora seja pouco identificado por limitações nas técnicas de diagnóstico, como por 

exemplo, o não crescimento do bacilo bovino em meio com glicerol, utilizado no meio para 

isolar o bacilo humano (SILVA et al., 2013b). Kantor et al. (2008) verificaram dados de 

diagnóstico tuberculose humana de laboratórios oficiais e encontraram apenas 3 casos 

confirmados por M. bovis. No estudo realizado no Brasil por Silva et al. (2013) encontrou-se 

uma prevalência de 1,6% para o casos de tuberculose zoonótica, sugerindo que a metodologia 

dos serviços de saúde locais provavelmente subestimam a frequência real dos casos pelo M. 

bovis e que este merece mais atenção dos funcionários de saúde pública. Apesar da 
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prevalência da tuberculose zoonótica ser maior em locais onde a infecção em bovinos é alta 

(MURAKAMI et al., 2009; VINNERÅS et al., 2011), há relatos de infecção humana por 

contato com outros animais infectados como alces, mamíferos marinhos e rinocerontes 

(MURAKAMI et al., 2009). 

O homem pode se infectar pela inalação de aerossóis ou pelo consumo de leite cru 

(GRANGE, 2001; BILAL et al., 2010; EL-GEDAWY; AHMED; AWADALLAH, 2014; 

SANOU et al., 2014), ou ainda por mucosa e pele lesada (BILAL et al., 2010; SANOU et al., 

2014), Alimentos e água podem ser contaminados por urina, material fecal ou exsudato e 

funcionarem como vias de transmissão para humanos (SAIDU et al., 2015). A infecção 

pessoa-pessoa pelo bacilo bovino é considerada rara (GALLIVAN; NEHA; FLOOD, 2015). 

O maior risco de infecção pelo bacilo bovino é para crianças, idosos e pessoas com 

deficiência imunológica (MURAKAMI et al., 2009; MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010). 

Fatores como etnia, práticas culturais e religiosas, como fatores socioeconômicos podem 

contribuir para aumentar a infecção por M. bovis em humanos (MICHEL; MULLER; 

HELDEN, 2010). 

Trabalhadores de abatedouros que manipulam carne e carcaça, assim como 

fazendeiros e veterinários que possuem contato próximo com os animais apresentam risco 

maior de se infectarem por inalação (BILAL et al., 2010). Boukary et al. (2012), também 

destacaram fatores que expõem os seres humanos a infecção por M. bovis, como hábitos 

alimentares, práticas de criação e falta de higiene. 

Clinicamente, a tuberculose causada pelo M. tuberculosis é igual à causada pelo M. 

bovis e com radiografia e patologia indistinguíveis (ALLIX-BÉGUEC et al., 2010; BILAL et 

al., 2010; MICHEL; MULLER; HELDEN, 2010; NAWAZ et al., 2011; GALLIVAN; NEHA; 

FLOOD, 2015). A apresentação da TB humana vai depender da via de infecção. O consumo 

de leite contaminado ocasiona uma tuberculose extrapulmonar (BOUKARY et al., 2012), com 

doença primária no estômago e intestino (TAYLOR et al., 2007) com nódulos cervicais e 

mesentéricos (BILAL et al., 2010), mas pode, também, causar a forma respiratória (TAYLOR 

et al., 2007). A infecção por via respiratória determina a TB pulmonar (BILAL et al., 2010). 

O bacilo bovino é o principal causador de tuberculose gastrointestinal em humanos 

(NAWAZ et al., 2011). Um estudo realizado no México verificou que 83,3% dos pacientes 

com TB abdominal foram associados com o bacilo bovino. M. bovis tem sido encontrado em 
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rebanhos no México, bem como em produtos lácteos nos EUA de origem mexicana. Em Nova 

Iorque, casos humanos de tuberculose gastrointestinal foram relacionados com consumo de 

queijo mexicano contaminado (PARK et al., 2010).  

Kahla et al. (2011) verificaram que casos de linfoadenopatia cervical estavam 

relacionados com o consumo de leite cru (60%). Essa infecção por produtos lácteos 

provavelmente é a mais frequente, pois a doença em crianças menores de um ano de idade é 

rara e existe uma alta frequência de doença extrapulmonar (GALLIVAN; NEHA; FLOOD, 

2015).   

Um estudo feito na Califórnia, Estados Unidos, verificou que 24.424 casos de TB 

foram reportados entre 2003-2011. Desses casos, 25% das culturas positivas foram de M. 

bovis em crianças. As mortes desses pacientes foram maiores naqueles infectados com M. 

bovis do que aqueles com M. tuberculosis (GALLIVAN; NEHA; FLOOD, 2015). Outro 

estudo também indica que a tuberculose causada pelo bacilo bovino é mais severa, em que 

pessoas que se infectaram com o bacilo apresentaram 2,55 mais chances de morrer do que 

pelo bacilo humano (BILAL et al., 2010). Dados publicados por Park et al. (2010) indicaram 

que a mortalidade dos pacientes com M. bovis foi de 10% em comparação com o M. 

tuberculosis que foi 3,6%. 

El-Gedawy, Ahmed, Awadallah (2014) isolaram M. bovis em 1% das amostras de leite 

cru analisadas, com resultados similares no Brasil publicados por Franco et al. (2013). Outro 

trabalho realizado no Brasil identificou três (10%) amostras de queijo coalho contaminadas 

com M. bovis mostrando a importância desse alimento para a saúde pública, principalmente 

porque a produção de queijo com base em leite cru no país chega a 40% (SILVA et al., 

2013b). 

A diferenciação dos casos humanos causados por M. bovis é de grande importância 

para o acompanhamento do paciente, uma vez que o bacilo bovino é intrinsecamente 

resistente à pirazinamida (ALLIX-BÉGUEC et al., 2010). Casos de tuberculose zoonótica 

quando não tratada pode ser fatal (CFSPH, 2009). Um caso relatado por Allix-Béguec et al. 

(2010) mostrou o histórico de uma paciente com TB reativa e sem sucesso no tratamento. Foi 

identificado que o bacilo bovino era o agente da TB e que, posteriormente, foi detectado um 

surto de BTB em vacas de sua fazenda. 
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    Atenção à saúde pública com programas de erradicação da doença em vacas e 

pasteurização do leite representam a principal forma de prevenção de transmissão do agente 

para humanos (SAIDU et al., 2015). Isso pode ser notado com a baixa proporção de casos 

humanos pelo bacilo bovino (0,2 a 7,2%) em países desenvolvidos, mas, ainda, é uma 

importante causa de TB em países em desenvolvimento (STONE; BROWN; 

DROBNIEWSKI, 2012), onde 85% das vacas e 82% da população humana vivem em áreas 

onde a doença é prevalente (SHAR et al., 2006). 

De acordo com Silva et al. (2013b), no Brasil se faz necessária uma pesquisa nacional 

baseada na tuberculose humana por M. bovis, podendo ser feita em conjunto com a pesquisa 

nacional de tuberculose multirresistente. Os autores ressaltam ainda que os riscos potenciais à 

saúde pelo consumo de leite não pasteurizado devem ser enfatizados para as regiões em que a 

tuberculose bovina ainda é prevalente. 

A meta do governo brasileiro, conforme proposta da OMS é de detectar 70% dos casos 

estimados de tuberculose. Para tal, o Ministério da Saúde criou o Programa Nacional de 

Controle da Tuberculose (PNCT) que recomenda a implantação da Estratégia do Tratamento 

Diretamente Observado para o controle da Tuberculose no Brasil. O objetivo principal do 

programa é reduzir a morbidade, mortalidade e transmissão da doença (BRASIL, 2016b). De 

acordo com o manual de recomendações para o controle da tuberculose no Brasil do 

Ministério da Saúde, o diagnóstico é baseado em provas que detectem apenas o M. 

tuberculosis (BRASIL, 2011). 
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2  OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Pesquisar a ocorrência do DNA de Mycobacterium bovis mediante método molecular em 

rebanhos bovinos da microrregião Garanhuns – PE e queijos tipo coalho comercializados 

nesta região. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Analisar amostras de sangue e de leite de rebanhos bovinos usando a técnica de PCR em 

tempo real para pesquisa do DNA do M. bovis. 

 Identificar os possíveis fatores de risco associados à infecção pelo M. bovis em rebanhos 

bovinos. 

 Analisar amostras de queijo tipo coalho comercializados na microrregião Garanhuns, 

usando a qPCR para pesquisa de DNA do M. bovis. 
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3.1 ARTIGO 1 

 

TÍTULO: Molecular detection of Mycobacterium bovis in cattle herds of the state of 

Pernambuco, Brazil. 

REVISTA: BMC Veterinary Research 
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3.2 ARTIGO 2 

 

TÍTULO: Molecular detection of Mycobacterium bovis in cattle herds of the state of 

Pernambuco, Brazil. 

REVISTA: International Journal of Mycobacterioly 
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A identificação do DNA de Mycobacterium bovis nas diferentes amostras 

analisadas constatou a presença do agente em rebanhos da microrregião Garanhuns, 

bem como em queijo coalho comercializado na região. Não foi possível identificar 

associação da prevalência com os fatores de risco avaliados.  

 Os resultados encontrados nesta tese revelaram a importância da implantação de 

medidas de controle para a tuberculose bovina com o objetivo de evitar a permanência e 

a propagação do agente no rebanho bovino, assegurando a sanidade dos animais e 

garantindo a qualidade de leite e derivados para a população, minimizando o risco para 

a saúde pública.  

Uma vez evidenciado a presença do DNA do agente da tuberculose bovina no 

estado de Pernambuco, os resultados desta tese alertam para a importância de uma 

integração entre os órgãos oficiais compreendendo o Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento e o Ministério da Saúde juntamente com seus programas de 

controle para tuberculose bovina e tuberculose humana, respectivamente, com o 

objetivo de estabelecer um inquérito epidemiológico a fim de se conhecer os casos de 

tuberculose zoonótica e a partir de então criar uma rede de trabalho conjunto no controle 

e prevenção da doença no rebanho e na população humana.  
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QUESTIONÁRIO INVESTIGATIVO 

PROJETO TUBERCULOSE BOVINA 
Renata Duarte da Silva Cezar 

 
N0:_______                                Data:______________ 

Nome da Propriedade: ____________________________________________________ 

Proprietário: ________________________________Telefone ____________________ 

Endereço: _______________________________________________________________ 

 
1) Qual o tamanho do rebanho? 
a) Abaixo de 50 animais 
b) Entre 51 e 100 animais 
c) Entre 101 e 200 animais 
d) Acima de 200 animais 
 
2) Os animais para reposição são 
provenientes da propriedade? 
a) Sim 
b) Não 
 
3) Qual a taxa anual de reposições dentro 
do rebanho? 
a) Abaixo de 50 animais 
b) Entre 51 e 100 animais 
c) Entre 101 e 200 animais 
d) Acima de 200 animais 
 
4) Quando importa animais realiza 
quarentena? 
a) Sim 
b) Não 
 
5) Na aquisição de animais realiza exames? 
(Caso não ir para questão 7) 
a) Sim 
b) Não 
 
6) Qual? 
a) Brucelose 
b) Tuberculose 
c) Diarréia Viral Bovina 
 
7) Qual o sistema de criação? 
a) Intensivo 
b) Extensivo 
c) Semi-Intensivo 
 
8) Qual a raça explorada? 
a) Holandesa 
b) Girolanda 
c) Jersey 

d) Pardo Suíça 
e) Outra. Qual? 
 
9) Qual a fonte de água? 
a) Parada 
b) Corrente 
 
10) Os bebedouros são comuns para jovens 
e adultos? 
a) Sim 
b) Não 
 
11) Qual o tipo de alimentação? 
a) Capim 
b) Feno 
c) Ração 
d) Palma 
d) Outra 
 
12) Os animais recebem 
mineralização? 
a) Sim 
b) Não 
 
13) Os comedouros são comuns para 
jovens e adultos? 
a) Sim 
b) Não 
 
14) Qual o tipo de manejo reprodutivo 
utilizado na propriedade? 
a) Monta natural 
b) Inseminação artificial 
c) Transferência de embriões 
 
15)Vende animais para outras 
propriedades? 
a) Sim 
b) Não 
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16) Qual o tipo de ordenha realizado na 
propriedade? 
a) Manual 
b) Mecânico 
 
17) Número de ordenha diária: _____ 
 
18) A quem entrega o leite 
a) Cooperativa  
b) Laticínios 
c) Consumidor 
d) Não entrega 
 
19) Qual a frequência de limpeza das 
instalações? 
a) Diária 
b) Semanal 
c) Mensal 
 
20) A ordenha é realizada com bezerro ao 
pé?  
a) Sim 
b) Não 
 
21) Realiza-se limpeza do úbere antes da 
ordenha? 
a) Sim 
b) Não 
 
22) Os bezerros são alimentados com 
colostro? 
a) Sim 
b) Não 
 
23) Realiza limpeza do úbere antes do 
fornecimento do colostro? (Caso não ir 
para questão 23) 
a) Sim 
b) Não 
 
24) O colostro sofre algum tratamento 
térmico antes de ser fornecido ao bezerro? 
a) Refrigeração 
b) Congelamento 
c) Aquecimento térmico 
 
25) O leite produzido na propriedade 
é comercializado? 

a) Sim 
b) Não 
 
26) Numero de vacas em lactação _______ 

27) Produção média diária de leite ______l 

28) Resfria o leite?  

a) Não  

b) Sim 

 

29) Se sim:  

a) Refrigerador/ tanque próprio 

b) Refrigerador/ tanque coletivo 

30) Qual o destino do leite comercializado? 
a) Fabricação de queijos in natura 
b) Fabricação de iogurtes/achocolatados 
c) Venda in natura 

31) Produz queijo na propriedade? 

c) Sim 

d) Não 

32) Existe criação consorciada? (Caso não ir 
para questão 34) 
a) Sim 
b) Não 
 
33) Existem casos registrados de 
tuberculose no rebanho? 
a) Sim 
b) Não 
 
34) Já observou animais com sinais 
clínicos da tuberculose?  
a) Sim 
b) Não 
 
35)Qual?____________________________
___________________________________
_________________________ 
 
36) Os tratadores que lidam com esses  
animais doentes lidam com o 
restante do rebanho? 
a) Sim 
b)NãO
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