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EPIGRAFE

“Chegaréa o dia em que todo homem conhecera o intimo dos animais. Nesse dia, um
crime contra um animal sera considerado um crime contra a propria humanidade”.

(Leonardo da Vinci)



IDI;NTIFICA(;AO DE FOCOS DE TUBERCULOSE BOVINAA PART IR DA
VIGILANCIA EM MATADOUROS-FRIGORIFICOS SOB SERVICO D E INSPECAO
ESTADUAL NA BAHIA

RESUMO: A tuberculose bovina (BTB) € uma doenca crénica e zoondtica, que
apresenta formacao de granulomas nodulares e tem relevante impacto econémico e
na saude publica. Na Bahia, com a evolu¢édo do programa de controle e erradicacao
dessa enfermidade se faz necessario ampliar a vigilancia na busca por animais
infectados e seus rebanhos de origem. O objetivo deste trabalho foi identificar
propriedades foco de BTB através do cultivo do Mycobacterium bovis de lesbes
sugestivas em bovinos inspecionados no estado da Bahia. De janeiro de 2014 a
marco de 2015 foram colhidas amostras de bovinos abatidos em 10 matadouros-
frigorificos, das regibes centro-norte e nordeste da Bahia e acondicionadas em
solucéo saturada de borato de sédio até o cultivo no laboratério. Fragmentos das
amostras foram descontaminados pelo método de Petroff modificado, cultivados no
meio solido Stonebrink-Leslie e Lowenstein Jensen por um periodo maximo de 90
dias a 37°C e os isolados foram identificados utilizando-se do teste MPT64, acido p-
nitrobenzdico e diagndstico molecular. Dos fragmentos cultivados, 18% (7/38) foram
positivos, representando cinco animais infectados e identificados em 100% (5/5)
como Mycobacterium bovis pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase. Esse
resultado confere 17% de positividade dos 30 animais com lesbes presuntivas de
BTB, selecionados de um universo de 562.910 bovinos inspecionados. Os animais
amostrados originaram de 21 municipios, entre os quais foram identificadas as
propriedades foco em Amargosa, Jeremoabo, Pedro Alexandre, Serrinha e Terra
Nova. A vigilancia em matadouro-frigorifico resultou na identificacdo de
propriedades foco da tuberculose bovina a partir do cultivo e identificacdo molecular
das lesGes macroscoépicas sugestivas da enfermidade.

Palavras chave: Diagnéstico bacteriologico; PCR; Tuberculose; Vigilancia
epidemiologica



IDENTIFICATION OF BOVINE TUBERCULOSIS OUTBREAKS FRO M
SURVEILLANCE IN SLAUGHTERHOUSES UNDER STATE INSPECT ION
SERVICE IN BAHIA

ABSTRACT: Bovine tuberculosis (BTB) is a chronic, zoonotic disease, which
presents nodular granulomas formation and has a significant economic and public
health impact. In Bahia, with the evolution of the control and eradication program of
the disease it is necessary to extend the surveillance in the search for infected
animals and their herds of origin. The objective of this study was to identify focus
properties of BTB by Mycobacterium bovis cultivation of suggestive lesions in cattle
inspected in the state of Bahia. From January 2014 to March 2015 slaughtered cattle
samples were collected in 10 slaughterhouses in north-central and northeast regions
of Bahia, and placed in a saturated solution of sodium borate to the cultivation in the
laboratory. Fragments of the samples were decontaminated by Petroff method
modified, cultivated in solid medium Stonebrink-Leslie and Lowenstein Jensen for a
maximum period of 90 days at 37 ° C, the isolates were identified using the MPT64
test, p-nitrobenzoic acid and molecular diagnosis. From cultured fragments, 18%
(7/38) were positive, representing five infected animals and identified by molecular
biology in 100% (5/5) as M. bovis by polymerase chain reaction technique. This result
gives 17% positive from 30 animals with presumptive injury BTB, selected from a
universe of 562,910 inspected cattle. The animals sampled originated from 21
municipalities among which were identified the focus properties in Amargosa,
Jeremoabo, Pedro Alexandre, Serrinha and Terra Nova. The slaughterhouse
surveillance resulted in the identification of focus properties of bovine tuberculosis
from the cultivation and molecular identification of macroscopic lesions suggestive of
the disease.

Key - words : Bacteriological diagnosis; Epidemiological surveillance; PCR;
Tuberculosis
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1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina (BTB) é uma doenca zoonotica bacteriana crénica causada por
Mycobacterium bovis (M. bovis) que afeta, principalmente bovinos e bubalinos, além
de outros mamiferos domésticos e silvestres. E caracterizada pela formagcéo
progressiva de granulomas nodulares ou tubérculos em érgéos ou tecidos como, por

exemplo, pulmao, linfonodos, figado, entre outros (OIE, 2014).

Na saude publica, essa enfermidade representa um importante problema para os
seres humanos podendo ser transmitida, principalmente, por inalacdo de aerossois
ou ingestao de leite ndo pasteurizado (ROXO, 2008). Os impactos econémicos pela
ocorréncia da tuberculose bovina estdo representados, por exemplo, pelas perdas
em decorréncia da morte de animais, diminuicdo do ganho de peso e da producédo
leiteira, condenacdo de carcacas no matadouro-frigorifico e descarte de animais de
alto valor zootécnico (RUGGIERO et al., 2007; MARQUES et al., 2008).

Rotineiramente o diagndstico da BTB é realizado por métodos de tuberculinizacéo
preconizados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e
definido pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT). Esse método indireto € representado pelo teste
cervical simples; o teste da prega ano-caudal; e o teste cervical comparativo, que € a
prova confirmatdria, por ser mais especifica quando comparado aos testes simples.
Os meétodos diretos identificam o0 agente etiolégico em material biolégico
determinando o diagnéstico definitivo da doenca (BRASIL, 2006). A cultura
possibilita a multiplicagéo e o isolamento pelo processo de semeadura em meios de
cultura especificos (BRASIL, 2008).

Na Bahia, no periodo de outubro de 2008 a novembro de 2010, foi realizado o
estudo da prevaléncia e fatores de risco da tuberculose bovina, o qual foi
desenvolvido pela Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB), em
parceria com o0 MAPA, Universidade de Brasilia (UNB) e Universidade de S&o Paulo
(USP), utilizando-se de métodos de tuberculinizacdo. A prevaléncia de rebanhos

bovinos foi de 1,6% (com intervalo de 0,3-2,9%, a depender da regido) e a
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prevaléncia de bovinos de 0,21% (com intervalo de 0,02-0,66%). Estes resultados
sdo Uteis para conhecer o impacto da tuberculose bovina no estado da Bahia e,
assim, desenhar e implantar efetivas medidas de controle da doenca (COSTA et al.,
2012; AVILA, et al. 2013).

Com a evolugdo das etapas do programa de controle e erradicacdo e a baixa
prevaléncia dessa enfermidade, a insercao da vigilancia em matadouros-frigorificos
e produtos de origem animal assume papel importante na investigacdo de foco
bacteriologico a partir do cultivo de M. bovis em lesdes sugestivas de tuberculose de
bovinos abatidos. Dessa forma, o servigco oficial de defesa participa com o
fortalecimento da troca de informacgdes entre o servico de defesa animal e 0 servico
de inspecado, visto que este tem papel importante na protecdo da saude da

populacdo e, também, na vigilancia epidemiolégica da doenca (BRASIL, 2006).

Em decorréncia dos inimeros prejuizos de carater socioecondmico causados pela
BTB é de extrema importancia a sua investigacdo para minimizar os seus efeitos
deletérios. O presente estudo objetivou identificar propriedades foco de tuberculose
bovina a partir da vigilancia em matadouros-frigorificos sob Servico de Inspecéo
Estadual (SIE) e do isolamento e identificagdo molecular de M. bovis de lesdes
sugestivas da enfermidade observadas na inspe¢do post mortem de bovinos

abatidos nesses estabelecimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar focos de tuberculose através do cultivo de Mycobacterium bovis de lesdes
sugestivas de bovinos abatidos em matadouros-frigorificos inspecionados das

regides centro-norte e nordeste do estado da Bahia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar a presenca de Mycobacterium bovis em fragmentos de lesbes

sugestivas de tuberculose, por métodos bacterioldgico e molecular, em

bovinos abatidos.

» Rastrear propriedades foco da tuberculose bovina a partir dos documentos

sanitarios dos bovinos infectados.

» Contribuir com o 6rgéo oficial de defesa sanitaria animal na identificacdo de

propriedades foco da tuberculose bovina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 AGENTE ETIOLOGICO

Os principais agentes etiolégicos da tuberculose nos mamiferos sdo as espécies
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis e Mycobacterium africanum, as
quais sdo causadores da tuberculose humana, da tuberculose bovina e da
tuberculose humana na Africa, respectivamente (ACHA; SZYFRES, 2001). O agente
Mycobacterium bovis pertence a familia Mycobacteriaceae, género Mycobacterium e
faz parte do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC) junto com Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium bovis BCG (Bacilo de Calmitte e Guérin),
Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti (patogénico para ratazana),
Mycobacterium canettii, Mycobacterium pinnipedii (adaptado as focas e ledes
marinhos) e Mycobacterium caprae (adaptado aos caprinos) (SPOSITTO et al.,
2014). As micobactérias podem ser classificadas como patogénicas, potencialmente

patogénicas e raramente patogénicas (Tabela 1).

Tabela 1 Classificacdo da patogenicidade das espécies de micobactérias

Patogénicas

M, leprae

M. tuberculosis M. bovis M. africanum M. microti
M, caprae
Potencialmente patogénicas
M, avium M. branderi M, genavense M. malmoense M. simiae
M. avium SUDSP M. celatum M. haemophilum M. marinum M. szulgai
paratuberculosis
M, abscessus M. chelonae M, intracellulare M. peregrinum M. ulcerans
M. asiaticum M. fortuitum M. kansasii M. scrofulaceum M. xenopi
Raramente patogénicas
M. agri M, cooki M, gordonae M, phlei M, terrae
M, alchiense M, diernhoferi M, hassiacum M. porcinum M, thermoresistible
M. alvei M, duvalii M., homossenze M. pulveris M, tokaiense
M., brumae M. fallax M. lepraemurium M. rhodesiae M. triviale
M, austroafricanum M, farcinogenes M, mucogenicum M. senegalense M. vaccae
M. chitae M. flavescens M. nonchromogenicm M, shimoidei M. gilvum
M. chubuense M. gadium M, neoaurum M. smegmatis M, aurum
M, confluentis M, gastri M, obuense M. sphagni

Fonte: BRASIL, 2008
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De um modo geral, as micobactérias sdo caracterizadas como bacilo de tamanho
0,5 a 7,0 um, ndo formam esporos, iméveis, ndo produzem toxinas, s&o
intracelulares, aerobios ou microaerdfilos e apresentam parede celular rica em acido
micolico que confere a alcool-acido resisténcia. Quanto ao cultivo, a espécie M.
bovis cresce melhor em meio a base de ovo e enriquecido com piruvato de soédio
como, por exemplo, o Stonebrink-Leslie; necessita de 3 a 4 semanas de incubacao
numa faixa de temperatura entre 34-38°C, com ponto 6timo de crescimento a 37°C,
até a visualizacdo das colbnias; e apresenta inibicdo na presenca do glicerol. E
sensivel a isoniazida e resistente a pirazinamida, ndo reduz a niacina (BRASIL,
2008; GORMLEY et al., 2014). Corner et al. (2012) observaram que a espécie M.
bovis, assim como os outros membros do MTC, apresentam multiplicagdo mais lenta
quando comparado com o padréo geral das micobactérias e requerem longo tempo

de incubacao, principalmente no primeiro isolamento.

A espécie M. bovis apresenta diferentes espoligotipos identificados em diversos
estudos. Costa et al. (2010) identificaram apds andlise de pulmdes e linfonodos
mediastinicos de 43 carcagas de bovinos os espoligotpos SB1055 (mais frequente),
SB0268 e SB0120, os quais estao presentes no Brasil e em outras partes do mundo.
Em estudo semelhante, Alzamora Filho et al. (2014) analisaram 180 lesbes
sugestivas de BTB provenientes de matadouros-frigorificos inspecionados e
constataram a presenca dos espoligotipos SB0121, SB295, SB1055, SB1145,
SB1648 e SB140 em 14 isolados.

3.2 EPIDEMIOLOGIA

A tuberculose bovina apresenta distribuicdo mundial com variacdo por regido e pais.
(ACHA; SZYFRES, 2001). E mais prevalente em grande parte da Africa, em regies
da Asia e das Américas, constituindo séria ameaca para a saide humana e animal.
Muitos paises tém sido capazes de reduzir ou limitar a incidéncia da doenca por
meio de testes e sacrificio ou destruicdo dos animais infectados. A reducdo da sua
ocorréncia na populacdo bovina ja é observada em muitos paises desenvolvidos,
mas focos de infeccdo nos animais silvestres ainda estdo presentes no Canada,

Reino Unido, Estados Unidos e Nova Zelandia (OIE, 2014). A figura 1 representa o
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status sanitario conferido pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE) no ano

de 2015 para os diversos paises revelando a ocorréncia da BTB.

WAHDOIEDS 20158
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Figura 1 Classificacdo dos paises para a tuberculose bovina no ano de 2015
Fonte: OIE, 2016

A Australia constitui um exemplo de sucesso na erradicacdo da BTB. Gee (1986)
relatou que o programa de erradicacdo da tuberculose bovina se iniciou em 1970
com o0 uso sistematico do teste de tuberculinizacdo dos rebanhos e a inspecao de
carcagas nos matadouros. Em 1997, apdés 27 anos de campanha nacional de
erradicacao, inclusive com o apoio da industria, foi declarada oficialmente livre e

sem reservatorios silvestres para a enfermidade (MORE et al., 2015).

No Brasil, os inquéritos epidemioldgicos oficiais da BTB indicam prevaléncias
diversificadas. A prevaléncia de rebanhos bovinos na Bahia foi de 1,6% (com
intervalo de 0,3-2,9% a depender da regido) e a prevaléncia de bovinos de 0,21%
(com intervalo de 0,02-0,66%) no ultimo estudo de 2008 a 2010 no qual foram
identificadas as exploracgdes leiteira e mista, bem como os rebanhos com mais de 18
fémeas com faixa etaria igual ou superior a 24 meses, como fatores de risco para a
BTB (COSTA et al., 2012; AVILA et al., 2013). No Parana, Silva (2012) identificou
uma prevaléncia de 2,15% para propriedades positivas e 0,42% para animais
positivos. Belchior et al. (2016), em Minas Gerais, encontraram a prevaléncia de 5%

para rebanhos positivos e 0,8% animais positivos. Em estudo no Mato Grosso,
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Nespoli (2012) estimou uma prevaléncia de 1,3% e 0,123% para rebanhos e animais
positivos, respectivamente. Veloso (2014), em Santa Catarina, estimou uma
prevaléncia de 0,5% para propriedades e 0,06% animais positivos. De um modo
geral, esses estudos consideraram a producdo leiteira com rebanhos maiores e
tecnificacdo da produgédo como fatores de risco da BTB. Nesse cenario, 0 estado do
Mato Grosso, em projeto pioneiro, criou o Plano de Vigilancia para Erradicacéo da
Tuberculose Bovina incluindo acfes de controle do transito, saneamento obrigatério

da propriedade foco e pagamento de indeniza¢cdes (MATO GROSSO, 2014).

Embora o bovino seja considerado o hospedeiro principal de M. bovis, a
enfermidade tem sido descrita em outras espécies domésticas e selvagens, as quais
constituem uma fonte continua para que ocorra a reinfec¢cdo do gado. Krajewska et
al. (2014) identificaram M. bovis em javali selvagem (Sus scrofa) na Polénia com o
mesmo espoligotipo dos observados em bisbes em estudos anteriores, sugerindo a
possibilidade de transmissdo entre essas espécies e, até mesmo, entre outras

espécies do ecossistema.

De acordo com Anaelom et al. (2010), em muitas partes do mundo, texugos,
gambas, javalis, veados e outras espécies selvagens representam um reservatorio
do agente, dessa forma, a movimentacédo desses animais dissemina a doenca para
0s animais domeésticos. Livingstone et al. (2015) citaram o marsupial (Trichosurus
vulpecula) como o responsavel pela manutencdo da BTB na vida selvagem na Nova
Zelandia. Com o intuito de avaliar a sensibilidade da vigilancia da BTB na vida
selvagem na Franca, Riviere et al. (2016) avaliaram trés formas de vigilancia: 1)
animais cacados; 2) animais encontrados mortos ou moribundos; 3) a vigilancia ativa
para javali e texugo; e verificaram que a vigilancia ativa e a passiva, rastreando

carcagas, foram as formas mais provaveis de se encontrar animal infectado.

3.3 IMPACTO NA SAUDE PUBLICA

O potencial zoonético de M. bovis tem causado preocupagfes no ambito da saude
publica, pois os seres humanos podem ser infectados pela exposicdo direta aos

animais ou indiretamente pelo consumo de produtos de origem animal
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contaminados. Esse agente tem sido isolado e identificado nos seres humanos em
muitos paises, apresenta as mesmas caracteristicas clinicas de M. tuberculosis
(tuberculose tipica) e a incidéncia de tuberculose pulmonar é mais alta em pessoas
que lidam diretamente com os animais infectados, como os trabalhadores de
propriedades rurais e de matadouros-frigorificos e médicos veterinarios (carater de
doenca ocupacional) quando comparada aos urbanos (OIE, 2014).

De acordo com Thoen et al. (2006), o consumo do leite ndo pasteurizado é a causa
mais comum da tuberculose humana extra pulmonar por M. bovis. Contudo, com a
pratica da fervura do leite e 0 aumento da pasteurizacdo do leite no mundo, a rota
digestiva de infeccdo se tornou menos importante. Entretanto, em estudo com 25
trabalhadores de um estabelecimento de gado leiteiro no Iraque, Barak (2012)
identificou 36% de positividade nos trabalhadores examinados. Hassanain et al.
(2009) estudaram a BTB em uma fazenda de gado leiteiro e identificaram 30,5% dos
animais e 40% dos trabalhadores rurais infectados com o teste tuberculinico
simples, além do leite contaminado, que representou uma importante fonte de

infeccéo e risco para a saude dos seres humanos e outros animais.

Belchior et al. (2016) realizaram um estudo da prevaléncia e fatores de risco da BTB
e observaram que a maioria dos agricultores utilizava leite cru na producéo de queijo
caseiro, comportamento que coloca em risco os consumidores locais e seus
familiares, aliado a pratica de abate de vacas de descarte sem inspecdo sanitéria.
Uduak (2015) corrobora o risco do consumo do leite cru e sugere o fornecimento da
assisténcia técnica e educacional para a promocéo do controle da tuberculose, além
de destacar que a infeccao por via aérea se faz presente na industria de carne e

entre trabalhadores de matadouros-frigorificos.

Para reduzir o risco associado ao consumo de leite e carne contaminada, Anaelom
et al. (2010) observaram a necessidade de regras especificas para impedir a entrada
de animais infectados na cadeia de alimentos, com exames de inspec¢ao criteriosos
ante mortem e post mortem, além disso reforcaram a necessidade do uso de
medidas de protecdo individual para minimizar a exposicdo daqueles em contato
direto com os animais e, também, de priorizar os programas de vigilancia da doenca

em animais e humanos. Desde os anos 1990 e 2000 as principais causas do M.
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bovis em humanos nos paises industrializados eram em decorréncia da re-
emergéncia da infeccao trazida por imigrantes de regides prevalentes da BTB; da
ocorréncia da infeccdo em pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV); de mamiferos domeésticos e selvagens infectados que transmitiam
para os humanos; e da infec¢cdo por via aérea dos tratadores de animais e dos
trabalhadores da industria de carne (THOEN et al., 2006).

3.4 IMPACTO ECONOMICO

A espécie M. bovis tem recebido atencdo especial na pecuaria devido ao impacto
econdmico acarretado pela enfermidade nos rebanhos (PEREZ-LAGO et al., 2014).
Nesse contexto, 0s prejuizos pela ocorréncia da tuberculose bovina estao
representados, por exemplo, pelas perdas diretas e indiretas em decorréncia da
morte de animais, queda no ganho de peso, diminuicdo da producao leiteira,
condenacdo de carcacas no matadouro-frigorifico e descarte de animais de alto
valor zootécnico. Além disso, estima-se uma perda em torno de 10 a 25% da
eficiéncia produtiva nos animais infectados, bem como uma reduc¢éo na credibilidade
da propriedade com a evidenciacdo do foco da enfermidade (BRASIL, 2006;
RUGGIERO et al., 2007; MARQUES et al., 2008).

No matadouro-frigorifico, a condenacdo total da carcaca com tuberculose ocorre
guando: 1) no exame ante mortem o animal estiver febril; 2) a tuberculose for
acompanhada de anemia ou caquexia; 3) forem constatadas alteracdes tuberculosas
nos mauasculos, nos tecidos intramusculares, nos o0ssos (vértebras) ou nas
articulacbes ou nos ganglios linfaticos que drenam a linfa dessas partes; 4)
ocorrerem lesdes caseosas concomitantemente em Orgaos toracicos e abdominais,
com alteracdo de suas serosas; 5) houver lesdes miliares de parénquimas ou
serosas; 6) as lesdes forem multiplas, agudas e ativamente progressivas; 7) existir
tuberculose generalizada (BRASIL, 1997).

Em estudos realizados na Africa, Habarugira et al. (2014) avaliaram a perda
econdbmica em matadouro-frigorifico apos o abate de 16.753 bovinos e concluiram

que a BTB € uma importante causa de condenacdo de carne, indicando a
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implementacédo de vigilancia e medidas de controle da enfermidade. Kwaghe et al.
(2015) estudaram o abate de 2.495 bovinos que além das perdas diretas da carcaca
do animal pela BTB observaram as questdes do comércio internacional, seguranca

alimentar e importancia socioeconémica da doenca.

Em estudo de Buhr et al. (2009), a BTB apresentou impactos econdmicos
importantes na pecuaria de corte de Minnesota, além das perdas de bovinos pela
doenca e dos custos com os trabalhos de controle e erradicacédo da enfermidade; na
industria da carne, em decorréncia de atividades como castragcdo de novilhas e
registros, as perdas foram estimadas em US$ 15.848.00 por ano; e alteracdes de
precos e reducdo de demanda pela restricio de comércio interestadual e

preocupacao com disseminacdo da doenca.

Riviére et al. (2014) descreveram que a BTB acarreta grandes perdas econdmicas
no setor pecuario na Unido Européia, com custos para a industria da carne e para o
governo, restricdes de movimentacéo e abate de grande niumero de animais. Aliado
a isso estd a restricdo ao comércio internacional de produtos provenientes de
propriedades com registro de foco da enfermidade ou carcagcas com lesao

tuberculosa de qualquer natureza.

3.5 TRANSMISSAO

A tuberculose € transmitida entre os bovinos principalmente por via aerdgena, pela
inalacdo de goticulas infectadas oriundas de tosse ou secrecdo nasal, ou por
ingestdo de agua e alimento contaminado (ACHA; SZYFRES, 2001; THOEN et al.,
2009). Existe risco individual para pessoas em contato direto com animais com
possibilidade de estarem infectados como os veterinarios, magarefes e inspetores
de matadouros, patologistas em necropsias, produtores e trabalhadores rurais
(ANAELOM et al., 2010).

Indiretamente a enfermidade pode ser transmitida pela ingestdo de leite néo
pasteurizado e de carne de animais infectados (THOEN et al., 2006). A inspecéo dos

produtos de origem animal para o consumo humano, a pasteurizagdo ou
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esterilizacdo de leite e seus derivados funcionam como estratégias de controle da
transmissdo de M. bovis para a populacdo humana. Uduak (2015) corrobora
apontando sobre a necessidade da pasteurizacdo do leite e sugere a orientacdo
para os moradores da zona rural da importancia da fervura do leite quando for
precéria a infraestrutura para pasteurizacdo. Pérez-Lago et al. (2014) observaram
que o homem representa o Ultimo hospedeiro para infeccdo por M. bovis; a
transmissao entre humanos € rara, exceto para pessoas imunodeprimidas expostas
(Figura 2).
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Figura 2 Ciclo de transmisséo da tuberculse bovina

De acordo com Skuce et al. (2012) existem fatores de risco de transmissao da
tuberculose bovina entre os rebanhos, tais como: o historico de incidéncia da
doenca; a movimentacdo de animais; a ocorréncia da doenca em propriedades
proximas; o tamanho e o tipo dos rebanhos; o tipo de instalacdo; a aquisicdo de
animais sem controle; e o fornecimento de alimento no interior de instalagdes.
Devido a cronicidade, um animal pode disseminar a doenca para outros rebanhos
antes da manifestacdo dos sintomas. Assim, a movimentacdo dos animais
infectados sem diagndstico e o contato com animais selvagens infectados séo

formas importantes de disseminacgao da enfermidade (OIE, 2014).
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3.6 RESPOSTA IMUNE, PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

A grande maioria das infec¢des por M. bovis ocorre pela via respiratoria (90%), pela
inalacdo de aerosso6is contaminados por esse agente, causando a tuberculose
pulmonar que € a forma clinica mais comum (ACHA; SZYFRES, 2001). Nos
alvéolos, os bacilos sdo capturados e fagocitados pelos macrofagos apos a
estimulacdo da resposta imune inespecifica do organismo e seu destino depende da

viruléncia do microrganismo, da carga infectante e da resisténcia do hospedeiro.

Com a parada da multiplicacdo bacilar ocorre uma reacdo de hipersensibilidade
retardada estimulada pelo sistema imune que acarreta a destruicdo tecidual do
proprio hospedeiro, pela necrose de caseificacdo, na tentativa de conter o
crescimento bacteriano. Esse processo leva a formacgéo de granuloma com area de
necrose de caseificacdo e propagacdo do bacilo para o linfonodo satélite onde se

forma novo granuloma intitulado de complexo primario (MURAKAMI et al., 2009).

Domingo et al. (2014) ratificaram que a BTB se manifesta como um processo
inflamatoério caseo-necrosante granulomatoso crénico com mineralizacéo, conhecido
como tubérculo que mede cerca de 2-20 milimetros e que afeta principalmente os
pulmdes e seus linfonodos, além de varios outros 6rgaos, dependendo da porta de
entrada. A partir desse estagio as lesdes podem regredir, estabilizar ou progredir. A
disseminagdo da doenca pode se apresentar de forma miliar quando acontece de
forma abrupta e macica, com entrada de um grande numero de bacilos na
circulacao; ou protraida, a forma mais comum, quando a disseminacao se da por via
linfatica ou sanguinea, acometendo os pulmdes, linfonodos, figado, baco, ubere,
0SS0s, rins, sistema nervoso central, disseminando-se por quase todos os tecidos
(OLIVEIRA et al. 2012).

A BTB é uma doenca debilitante e crbnica, os sintomas podem levar meses ou anos
para surgir, mas eventualmente pode ser aguda e de progressao rapida, bem como
permanecer adormecida e se tornar ativa apés periodo de estresse ou na velhice. As
infeccdes recentes sdo, com frequéncia, assintomaticas. Em estagios avancados os

sintomas habituais sdo emagrecimento progressivo, febre flutuante, fraqueza,
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inapeténcia, tosse seca intermitente, dispneia, constipagdo ou diarreia, aumento de
ganglios linfaticos (ACHA; SZYFRES, 2001; OIE, 2014).

3.7 DIAGNOSTICO

3.7.1 Diagnostico Clinico

O diagndstico clinico possui valor relativo, pois devido o carater crénico da doenca,
na fase inicial o animal pode estar aparentemente sadio, sendo mais preciso com o
avanco da enfermidade e evidenciacdo dos sintomas com a evolu¢do do quadro
clinico. Assim, com o avanc¢o da idade do animal, mais oportunidades existirdo para
que sejam expostos a infeccdo (ACHA; SZYFRES, 2001). O exame fisico possibilita
o diagndstico in vivo, porém apresenta como desvantagem o carater crénico, com
surgimento dos sintomas em estagio avancado da doenca (RUGGIERO et al., 2007).
Ramos et al. (2015) observaram que em paises com programa de erradicacdo da
BTB, os animais infectados séo identificados mais cedo e, dessa forma, as infec¢oes

sintomaticas se tornam menos comuns.

3.7.2 Diagndstico Alérgico Cutaneo ou de Campo

O teste tuberculinico intra-dérmico € tradicionalmente utilizado para determinar a
prevaléncia de infeccdo de tuberculose em animais e seres humanos (HASSANAIN
et al., 2009). Tem sido descrito como um método eficiente de diagndstico em
animais vivos e tem sido importante em programas de erradicagdo como teste
diagnostico a campo. De acordo com os padrdes internacionais e adotado pelo
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal
(PNCEBT), o teste cervical simples (TCS) € a prova de rotina em gado de leite
devido a sua sensibilidade; o teste da prega ano-caudal é prova de triagem exclusiva
para gado de corte; e o teste cervical comparativo (TCC) é a prova confirmatoria
para 0S animais reagentes ao teste da prega ano-caudal ou ao teste cervical
simples, para distinguir entre a tuberculose e infeccdo por outra micobactéria como
de M. avium (BRASIL, 2006).
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O tipo de tuberculina mais utilizado € o derivado proteico purificado (PPD) bovino
(M. bovis) e o PPD aviario (M. avium), um extrato antigénico obtido a partir de
cultura de micobactérias inativadas termicamente. A comparacdo entre esses dois
antigenos permite diminuir o problema de especificidade nos testes (PALMER;
WATERS, 2006). O teste de tuberculinizagdo € realizado somente por médico
veterinario habilitado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), com equipamentos e insumos especificos, em animais com idade igual ou
superior a 6 semanas. No teste tuberculinico ocorre uma reagdo de
hipersensibilidade tardia tipo 1V, mediada por resposta celular e com baixa producao
de anticorpos, em animais previamente expostos (sensibilizados) ao agente da
tuberculose com formacdo de edema no local da aplicacdo da tuberculina
(RUGGIERO et al., 2007). Tizard (2002) complementou que a reacao inflamatoria
provocada pela inoculacdo da tuberculina é imunologicamente especifica e resultam
da interacdo entre o antigeno injetado, células apresentadoras de antigeno e células
T.

De la Rua-Domenech et al. (2006) apresentaram vantagens e razdes para a sua
utilizacédo, tais como: baixo custo, alta disponibilidade, longa histéria de uso e a falta
de métodos alternativos para a deteccédo da BTB e ressaltaram limitagées no teste,
como dificuldades na administracéo e interpretacdo dos resultados, necessidade de
uma segunda visita 72 horas ap0s a inoculacdo da tuberculina para a leitura do
resultado e baixo grau de padronizacdo. Aliado a isso, Schiller et al. (2010)
ressaltaram que a tuberculinizacdo € um bom teste de rastreio primario, mas um
teste insuficiente para identificar individualmente animais infectados. Com relacdo ao
TCS, Tizard (2002) observou que testes falso-negativos podem ocorrer em situacdes
tais como: animais com tuberculose avancada (anergia); animais com infeccéo
recente; fémeas paridas de 4 a 6 semanas; vacas idosas; e animais recém-testados

entre 1 a 10 semanas.

O Regulamento da Inspecédo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA) descreveu que os animais levados ao abate, para controle de provas de
tuberculinizacdo, sao sacrificados em separado, no fim da matanca, pois é proibida a
matanga em conjunto com animais que no ato da inspeg¢do ante mortem seja

suspeito da tuberculose e outras zoonoses (BRASIL, 1997).
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3.7.3 Diagndstico Anatomopatoldgico

O diagnoéstico anatomopatologico ou exame macroscopico pode ser realizado
durante a necropsia do animal ou na linha de inspe¢do, no exame post mortem dos
animais abatidos em matadouro-frigorifico. Na rotina, na linha de inspecdo, é
realizada a observacdo dos caracteres organolépticos e fisicos do sangue por
ocasido da sangria e durante o exame de todos os 0rgaos; o exame de cabeca,
muasculos mastigadores, lingua, glandulas salivares e ganglios linfaticos
correspondentes; o exame da cavidade abdominal, 6rgdos e ganglios linfaticos
correspondentes; o exame da cavidade toracica, 6rgdos e ganglios linfaticos
correspondentes; e o exame geral da carcaca, serosas e ganglios linfaticos
cavitarios, infra-musculares, superficiais e profundos acessiveis, além da avaliacdo

das condic¢des de nutricdo e engorda do animal (BRASIL, 1997).

Entretanto, esse tipo de diagnostico apresenta certa dificuldade pela semelhanca
entre 0s processos inflamatorios corriqgueiramente encontrados na linha de inspecéao
daqueles sugestivos da tuberculose, mesmo porque o0 granuloma ndo é uma
alteracdo patognomaonica, apesar de ser uma lesdo classica; alguns granulomas nao
tuberculosos podem nao ser distinguiveis macroscopicamente de granulomas
tuberculosos. Também, nessa forma de diagnostico podem ocorrer erros, resultando
em prejuizos econbmicos e sanitarios, podendo comprometer a vigilancia
epidemioldgica da tuberculose bovina (FURLANETTO et al., 2012).

Na necropsia, 0s tubérculos sdo mais frequentemente vistos nos linfonodos
bronquiais, mediastinicos e retrofaringeos. Macroscopicamente um granuloma
tuberculoso tem um aspecto amarelado, uma consisténcia caseosa ou calcificada e,
as vezes, um aspecto purulento (OIE, 2014). Em trabalho realizado por Lopes Filho
(2010), as lesdes sugestivas de tuberculose em bovinos foram observadas
principalmente no aparelho respiratorio com 53,1%, na carcaca com 20,2%, na
cavidade abdominal com 16,5%, na cabeca ou lingua com 8,3% e na mama com
2,0%. O isolamento da micobactéria M. bovis foi observado com maior frequéncia
nos linfonodos pulmonares, mediastinicos e no parenquima pulmonar. Franca et al.
(2013), observando também lesdes sugestivas nos linfonodos, caracterizadas como

nodulares, hemorragicas ou ndo, de tamanhos e formas variadas, contendo exudato
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purulento, caseoso ou calcificado, verificaram que a prevaléncia de animais com tais
lesbes ao exame anatomopatoldgico foi de 0,12%, acometendo principalmente o0s
linfonodos pré-escapulares (51,5%), os traqueobronquiais (19,2%) e os isquiaticos
(11,1%).

3.7.4 Diagndstico Bacteriologico

O diagnostico definitivo da tuberculose € realizado a partir do isolamento e
identificacdo do agente por métodos bacterioldgicos. A cultura representa o exame
laboratorial de referéncia (padrdo-ouro) para isolamento do agente a partir das
seguintes etapas: a descontaminagcdo por agentes quimicos para homogeneizar a
amostra clinica e eliminar outros microrganismos; a semeadura em meio de cultura
especifico que permite o contato das micobactérias com as substancias nutritivas; a
incubacdo em estufa bacteriolégica que fornece a temperatura adequada para a
multiplicacdo das micobactérias; e a leitura dos tubos semeados e registro dos
resultados, verificando a presenca de coldnias e ou de contaminagdo (BRASIL,
2008).

Corner et al. (2012) relataram que devido a dificuldade de isolar M. bovis de
amostras clinicas, para serem processadas, devem passar por um processo de
descontaminacdo, onde sdo eliminadas bactérias contaminantes menos exigentes
para a multiplicacdo para favorecer o desenvolvimento das micobactérias e uso de
meios especificos que inibem outros organismos. Assim, o isolamento primario de
amostras de tecidos bovino pode ser influenciado pela duracédo da incubacéo, pelo
descontaminante e meio de cultura utilizados e pelo nimero de bacilos vidveis nas
amostras. Gormley et al. (2014) também descreveram o isolamento do M. bovis
como o0 padrdao-ouro para a definicho da infeccdo, entretanto para o bom
desempenho do diagnostico deve-se atentar para a forma de colheita da amostra, do
seu armazenamento e 0s procedimentos empregados na execucgdo da técnica; por
exemplo, para a cultura bacteriolégica, observar o tecido com lesao visivel como
necrose caseosa em linfonodos e 6rgéos lesionados como o pulméo, figado ou

baco.



29

O método de Petroff € tradicionalmente utilizado no processo de descontaminacao,
com o hidroxido de sodio a 4%, para o isolamento de M. bovis de fragmentos de
tecido bovino, por ser um descontaminante eficiente e relativamente barato. Outro
método que pode ser uma alternativa para o meétodo de Petroff € o Cloreto
Hexadecilpiridinio a 1,5% (HPC), pela sua eficiéncia na descontaminacéo e reduzida
toxidez para o bacilo (AMBROSIO et al., 2008). Na sequéncia, para a inoculacéo das
amostras descontaminadas, os meios solidos mais indicados sédo a base de ovo
como o Stonebrink-Leslie e o Lowenstein Jensen com piruvato, o qual € o nutriente
energético que favorece a multiplicacdo de M. bovis. O tempo prolongado de
incubacdo (30 a 90 dias) devido ao crescimento lento de M. bovis em meios
artificiais e a necessidade de grande quantidade de bacilos viaveis sdo pontos
negativos da técnica. Entretanto, mesmo com lesdes muitas vezes paucibacilar, a
presenca de organismos alcool-acido resistentes podem ndo ser detectada
microscopicamente, mas a micobactéria M. bovis ainda pode ser isolada no cultivo
(OIE, 2014). Fraguas et al. (2008) relataram como desvantagem do método, o tempo
de realizacdo e a necessidade de laboratorio especializado, além da limitacdo ao
diagnoéstico post mortem devido a dificuldade de colheita de amostras viaveis com o

animal vivo.

De acordo com o PNCEBT é necessaria a analise bacteriologica completa nas
diferentes situacdes: 1) para a confirmacdo da infec¢ao tuberculosa em bovinos de
um pais ou regido onde nao foi comprovada anteriormente; 2) no estudo de animais
positivos ao teste tuberculinico, com ou sem lesdes macroscopicas, de uma
propriedade livre de tuberculose; 3) na pesquisa de micobactérias em lesbes
sugestivas de tuberculose, encontradas durante a inspecao sanitaria post mortem de
animais provenientes de unidades de criagdo monitoradas para tuberculose; 4) na
pesquisa de micobactérias em amostras de leite e de outros produtos de origem
animal; 5) nas necropsias de animais com reacdes inespecificas, nos quais sao

encontradas lesdes sugestivas de tuberculose (BRASIL, 2006).

3.7.5 Diagndstico Molecular



30

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), como um método molecular, € uma
alternativa para a classificacdo e identificagdo das micobactérias do MTC
(MURAKAMI et al., 2009). A identificacdo dos membros do complexo € importante
principalmente para a saude publica e epidemioldgica devido a possibilidade de
impacto terapéutico em decorréncia da resisténcia as drogas, como, por exemplo, a
pirazinamida por M. bovis e M. canettii (PEREZ-LAGO et al., 2014). Warren et al.
(2006) descreveram a técnica de diferenciacdo do MTC pela amplificacdo por PCR
de regides gendmicas, beneficiando, por exemplo, pacientes adultos e pediatricos

com o HIV e imunossuprimidos.

De acordo com Ruggiero et al. (2007), estudos demonstraram que essa técnica
pode detectar M. bovis em amostras clinicas (lesdes sugestivas) e isolados de
cultivo, mas tem alguns fatores desfavoraveis como o custo (kits comerciais), a
complexidade, a extragdo do &cido desoxirribonucleico (DNA) de amostras
paucibacilares, a escolha de primers (oligonucleotideos) adequados, que restringem
a utilizacdo da PCR na rotina laboratorial para o diagndstico da tuberculose, e
comprometem o sucesso do método. Também, a descricio do genoma de M.
tuberculosis e M. bovis ampliou a alternativa de diagndéstico, permitindo a escolha de
primers adequados. Furlanetto et al. (2012b) demonstraram a mesma sensibilidade
e especificidade entre a PCR multiplex e a bacteriologia (100%) na identificacdo do
M. bovis de lesdes colhidas em bovinos abatidos no estado do Mato Grosso e
sugeriram a utilizacdo da técnica PCR multiplex na vigilancia em matadouros-
frigorificos pela sua rapidez na execucdo quando se compara a técnica
bacteriol6gica. Spositto et al. (2014) diferenciaram M. bovis do complexo M.
tuberculosis pela PCR multiplex, propondo uma ferramenta atil na diferenciacdo de

outras micobactérias.

Schiller et al. (2010) relataram que a genotipagem de isolados bacterianos ou
produtos de PCR tem se tornado cada vez mais uma ferramenta padrdao na
vigilancia epidemioldgica para o controle e a erradicacdo de doenca e reducdo da
sua prevaléncia. Assim, distinguir estirpes de M. bovis de uma base molecular
fornece solucdes importantes para as fontes de infeccao e identificacdo de praticas
ou ambientes que podem ajudar a propagacao e manutencao da tuberculose animal.

Também, as rotas de transmissao entre 0s bovinos e 0s animais selvagens podem
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ser identificadas por tipagem de estirpes, assim como 0s meios de transmissao de

BTB entre rebanhos tornam-se evidentes pelos movimentos dos animais.

Na Bahia, poucos estudos retratam a utilizacdo da biologia molecular no diagnéstico
da BTB. Costa et al. (2010) utilizaram a técnica de spoligotyping para identificar o
polimorfismo entre isolados de M. bovis, onde foi encontrado o espoligotipo SB1055
como de maior frequéncia. Da mesma forma, em estudo com isolados de M. bovis
de animais abatidos em matadouro-frigorifico, Alzamora Filho et al. (2014) utilizaram
a técnica de tipificacdo molecular pelo spoligotyping para a identificacdo dos
diferentes espoligotipos circulantes, contribuindo para a compreensdo da
epidemiologia do agente. Santos (2014) aplicou uma PCR multiplex para detectar e
identificar micobactérias diretamente de lesdes bovinas suspeitas originadas de
matadouro-frigorifico sob servico de inspec¢éo estadual e comprovou que o método é
eficaz e tem a vantagem de apresentar resultado em 48 horas.

3.7.6 Diagnostico Soroldgico

O teste de interferon gama (IFN-y) tem por objetivo detectar a producdo desta
citocina pelas células T em decorréncia da resposta imunitaria a infeccdo das
micobactérias. Nos bovinos nado infectados ndo ha a producdo dessa citocina,
indicando a negatividade a tuberculose bovina (RAMOS et al., 2015). E um teste
complementar a tuberculinizacdo na identificacdo de animais infectados, visto que o
ensaio de IFN-y busca selecionar aqueles animais de maior poder infeccioso para os
demais bovinos (GORMLEY et al., 2006).

Schiller et al. (2010) descreveram como vantagens do ensaio de IFN-y, o aumento
da sensibilidade, a possibilidade de uma repeticdo do teste mais rapida, pois a
técnica € in vitro e ndo ha a necessidade de dessensibilizacdo, nem a necessidade
de uma segunda visita a propriedade, e os procedimentos do teste e a interpretacao
sd0 mais objetivos em comparacdo ao teste tuberculinico. Como limitacdes
relacionaram uma especificidade reduzida, altas exigéncias logisticas (teste em 24 h
apos a coleta de sangue), uma maior probabilidade de resposta ndo especifica em

animais jovens devido a atividade das células e os seus custos elevados.
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De acordo com Palmer e Waters (2006), o uso dos antigenos ESAT-6 e CFP-10
pode aumentar a especificidade do teste de IFN-y, além de serem indutores de IFN-
y importantes originados de micobactérias tuberculosas e, também, serem ausentes
de muitas micobactérias ndo tuberculosas (MNT) e da estirpe do M. bovis Bacille
Calmette Guerin (BCG). Em estudo em nivel de campo na Austrélia, esse teste
demonstrou uma sensibilidade de 93,6% e uma especificidade de 96,3%. Eirin et al.
(2015) realizaram a identificacdo e avaliacdo de novos antigenos para o IFN-y e
observaram um melhor desempenho do PPD bovino e o ESAT-6 juntos quando
comparado aos antigenos testados. Isso reflete a experiéncia descrita por Gormley
et al. (2006), onde relataram como parte do programa de erradicacdo da BTB na
Irlanda o uso do teste da tuberculina comparada com sucesso na triagem dos
animais no campo e a aplicacdo do teste de IFN-y para suprir a limitacdo do teste
alérgico na deteccdo daqueles animais ndo identificados em rebanhos cronicamente

infectados.

3.8 MEDIDAS DE CONTROLE E ERRADICACAO

A BTB deve ser controlada devido as perdas econdmicas geradas e o risco da
infeccéo para os seres humanos. O controle se baseia no bloqueio de pontos criticos
da cadeia de transmissdo da enfermidade. O Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento instituiu em 2001 o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) no Pais visando reduzir a prevaléncia
e a incidéncia de novos focos da enfermidade e criar um numero significativo de
propriedades certificadas livres de brucelose e tuberculose animal. Essa certificacao
é de adesdo voluntaria e exige a realizacdo do saneamento da propriedade com o
sacrificio dos animais reagentes positivos em condi¢cdo especial no matadouro-

frigorifico ou destruido na propriedade de criacao.

Para a execuc¢do das ag¢0les, varias medidas foram necessarias, tais como: capacitar
médicos veterinarios do setor privado e laboratérios; padronizar métodos de
diagnoésticos; melhorar a integracdo do servico de defesa sanitaria animal com o
servico de inspecédo de produtos de origem animal pelo seu trabalho na protecao do

consumidor e na vigilancia epidemiolégica a partir da troca de informacdes entre
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esses dois servicos. O controle do transito também tem participacdo importante
nesse processo, principalmente na exigéncia de exames negativos para o transito
interestadual de animais para a reproducdo, bem como para a participacdo em

eventos agropecuarios e outras aglomeracdes de animais (BRASIL, 2006).

Furlanetto et al. (2012b) corroboraram com a implantacdo de sistema de vigilancia
com a integracdo dos servicos de inspecao e de defesa sanitaria animal oficiais, em
regides de baixa prevaléncia, para a identificacdo de focos da doenca. Assim, a
identificagdo da BTB durante a inspecéo de rotina no abate de bovinos é relevante
para a vigilancia e para o controle dessa enfermidade nos rebanhos, inclusive em
paises oficialmente livres da infeccdo onde essa acao é utilizada para manter o
status oficial (DOMINGO et al., 2014).

O trabalho dos programas de controle e erradicagcdo da BTB resulta na reducao da
incidéncia e morte humanas pela tuberculose bovina. A inspecéo do gado abatido, a
vigilancia em propriedades rurais, o exame dos animais com remocdo dos
infectados, e o controle da movimentagc&o dos animais tem tido sucesso na reducao
e eliminacdo da doenca (OIE, 2014). Para tanto, o seu bom desempenho depende
do uso de diagndstico eficiente e confiavel para a identificacdo dos animais
infectados e, posterior, saneamento do foco. Gormley et al. (2014) indicaram a
cultura e identificacdo presuntiva de estirpes de M. bovis, para monitorar e controlar
a incidéncia da BTB, como possibilidade de manutencdo de um programa sanitario

eficiente.

Em paises desenvolvidos, os programas de erradicacdo tém reduzido de forma
significativa a prevaléncia dessa enfermidade, embora os reservatorios silvestres
dificultem a erradicacdo (THOEN et al., 2006). O teste regular para a triagem dos
animais e a eliminac&o obrigatéria dos infectados, aliado a pasteurizacdo do leite,
tem permitido alcancar um maior controle e erradicacdo da BTB (UDUAK, 2015). O
diagndéstico post mortem da BTB pela vigilancia em matadouro-frigorifico a partir da
deteccdo de lesdes sugestivas durante a inspecao de rotina no abate comercial é
usado como método eficiente de vigilancia da BTB em paises livres ou ndo, com
posterior investigacdo no rebanho de origem da presenca da doenca (SCHILLER et
al., 2010).
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Segundo Miller e Sweeney (2013), estudos tem mostrado que o M. bovis podera ser
controlado enquanto estiver restrito a pecuaria, sendo quase impossivel a sua
erradicacdo apdés a disseminacdo para hospedeiros de vida livre. Também,
identificaram quatro fatores de risco associados com estabelecimento desse agente
em espécies selvagens na América do Norte: contato de gado infectado com a fauna
selvagem; suplementacao alimentar de animais selvagens; vigilancia deficiente dos
animais selvagens em risco e o ndo reconhecimento de emergéncia para as
espécies selvagens como hospedeiros. Riviere et al. (2014) concordaram que
espécies selvagens, em especial os hospedeiros de manutencédo, representam um
grande entrave na erradicacdo de BTB no gado pela potencialidade continua de
reinfeccdo. A identificacdo e controle desses hospedeiros selvagens sao fatores
determinantes para a eficacia das medidas de controle. Schiller et al. (2010)
indicaram as limitacdes de testes de diagnostico em rebanhos maiores e 0 aumento
dos movimentos de animais e comércio como fatores adicionais que contribuem
para a persisténcia da BTB, e também, os reservatorios de vida selvagem e o
comércio como os maiores fatores de reinfeccéo e disseminacdo da enfermidade no

rebanho em paises livres e nao livres.
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This study aimed to diagnose bovine tuberculosis by isolation and molecular
identification of Mycobacterium bovis. From January 2014 to March 2015 were collected
fragments suggestive injuries of bovine tuberculosis, by the veterinarian inspector in
cattle slaughtered in ten slaughterhouses under State Inspection Service, of the north-
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macerated and decontaminated by the modified Petroff method, inoculated in the
middle Stonebrink-Leslie and Lowenstein Jensen and incubated for a maximum period
of 90 days at 37 ° C, and the isolates were identified using the MPT64 test, p-
nitrobenzoic acid and molecular diagnostics. From cultured fragments, 18% (7/38)
were positive and belonging to the Mycobacterium tuberculosis complex, representing
five infected animals. The molecular identification of isolates confirmed 100% (5/5) of
infected cattle with Mycobacterium bovis and revealed focus properties on the
municipalities of Amargosa, Jeremoabo, Pedro Alexandre, Serrinha and Terra Nova. This
result gives 17% of positive samples taken from 30 animals with presumptive lesions of
bovine tuberculosis, selected from a wuniverse of 562,910 cattle inspected in
slaughterhouses in question. Bacteriological and molecular diagnosis confirmed the
presence of Mycobacterium bovis in cattle slaughtered, presumably free of bovine
tuberculosis, in slaughterhouses in Bahia and allowed the identification of outbreaks of

the disease.

INDEX TERMS: Bacteriological diagnosis, Mycobacterium bovis, PCR, Zoonosis

RESUMO: Esse trabalho objetivou diagnosticar a tuberculose bovina pelo isolamento e
identificacao molecular de Mycobacterium bovis. No periodo de janeiro de 2014 a marg¢o
de 2015 foram colhidos fragmentos de lesdes sugestivas de tuberculose bovina, pelo
inspetor Médico Veterinario, em bovinos abatidos em dez matadouros-frigorificos sob
Servico de Inspecdo Estadual, das regides centro-norte e nordeste da Bahia. O
acondicionamento dos fragmentos foi feito em solu¢do saturada de borato de sdédio e o
cultivo no Laboratério Central de Saude Publica Professor Gongalo Moniz (LACEN-BA).
Partes dos fragmentos foram macerados e descontaminados pelo método de Petroff
modificado, inoculados no meio Stonebrink-Leslie e Lowenstein Jensen, incubados por
um periodo maximo de 90 dias a 37°C e, os isolados, foram identificados utilizando-se
do teste MPT64, acido p-nitrobenzdico e do diagnéstico molecular. Dos fragmentos
cultivados, 18% (7/38) foram positivos e pertencentes ao complexo Mycobaterium
tuberculosis, representando cinco animais infectados. A identificacio molecular dos
isolados confirmou 100% (5/5) dos bovinos infectados com Mycobacterium bovis e

revelou propriedades foco nos municipios de Amargosa, Jeremoabo, Pedro Alexandre,
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Serrinha e Terra Nova. Esse resultado confere 17% de positividade das amostras
colhidas de 30 animais com lesGes presuntivas de tuberculose bovina, selecionados de
um universo de 562.910 bovinos inspecionados nos matadouros-frigorificos em questao.
O diagnostico bacteriolégico e molecular confirmaram a presenca de Mycobacterium
bovis em bovinos abatidos, presumidamente livres da tuberculose bovina, em

matadouros-frigorificos na Bahia e permitiram a identificacdo de focos da doenga.

TERMOS DE INDEXACAO: Diagnéstico bacteriolégico, Mycobacterium bovis, PCR,

Zoonose

INTRODUCAO
A tuberculose bovina (BTB) é uma enfermidade zoondtica e de carater crénico, causada
por Mycobacterium bovis, o qual faz parte do complexo Mycobacterium tuberculosis.
Acomete principalmente os bovinos e bubalinos, além de outros animais domésticos e
silvestres. E caracterizada pela formacio de granulomas nodulares em o6rgios ou
tecidos, principalmente no trato respiratoério e seus linfonodos (ACHA & SZYFRES 2001,
BRASIL 2006).

Os impactos socioeconomicos causados pela BTB descritos por diversos autores sao
representados pela infeccdo dos seres humanos em decorréncia da ingestdo de alimento
contaminado, principalmente o leite ndo pasteurizado; e pelos prejuizos causados com
morte de animais, reducdo da producao de leite e carne e condenacdo de carcagas no
matadouro-frigorifico (BRASIL 2006, THOEN et al. 2006, ANAELOM et al. 2010,
BELCHIOR et al. 2016).

Na busca de novos casos de BTB, o diagnéstico por métodos de tuberculinizacao
normalmente utilizados na rotina de campo nos rebanhos sdao complementados por
métodos diretos de acordo com a recomenda¢do do Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) para a vigilancia em
matadouro-frigorifico e identificacdo de fontes de infeccdo da enfermidade na rotina de
inspecdo sanitaria das carcacas dos bovinos abatidos (BRASIL 2006). O diagndstico
definitivo da BTB pelo isolamento e identificacdo do agente etiologico em material
biolégico por métodos bacteriolégicos é considerado o padrdo-ouro das técnicas

(BRASIL 2008). Aliado a isso, a biologia molecular com a reacdo em cadeia da
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polimerase (PCR) se revela como alternativa para a identificacdo das micobactérias do
complexo Mycobacterium tuberculosis, favorecendo o tratamento de pessoas com
tuberculose resistente e na otimiza¢do da detec¢do de M. bovis em amostras bioldgicas
(RUGGIERO et al. 2007, PEREZ-LAGO et al. 2014).

Os prejuizos socioecondmicos em decorréncia da BTB impulsionam a uma
investigacdo constante na tentativa de minimizar os seus efeitos negativos. O presente
estudo objetivou diagnosticar a BTB a partir do isolamento e identificacdo molecular de
Mycobacterium bovis de lesdes sugestivas da enfermidade identificadas na inspecao post
mortem dos bovinos abatidos e identificar focos da enfermidade pelo rastreamento dos

rebanhos de origem dos bovinos infectados.

MATERIAL E METODOS
Foram selecionados 10 matadouros-frigorificos sob servico de inspecdo estadual
localizados nos circuitos pecudrios trés e quatro (Anexos 1 e 2), representados pelas
regides centro-norte e nordeste da Bahia, utilizados no inquérito epidemiolégico da
doenca que ocorreu de outubro de 2008 a novembro de 2010 (Figura 1).

De janeiro de 2014 a marc¢o de 2015, foram colhidos fragmentos de lesdes sugestivas
de BTB pelo inspetor médico veterinario na inspe¢do sanitaria de rotina. Os fragmentos
foram acondicionados em tubos tipo falcon de 50mL contendo soluciao saturada de
borato de sédio (NazB4+07.10H20) (ALZAMORA FILHO et al., 2014), armazenados em
temperatura ambiente e encaminhados para o Laboratério de Sanidade Animal
(LADESA) da Agéncia Estadual de Defesa Agropecuaria da Bahia (ADAB) para registro e,
posteriormente, encaminhados para o Laboratério Central de Saude Publica Professor
Gongalo Moniz (LACEN-BA) para cultivo de M. bovis.

Os fragmentos foram triturados e processados pela técnica de Petroff modificado
(BRASIL 2008, AMBROSIO et al. 2008). Parte do sedimento gerado foi utilizado para a
microscopia pela técnica de Ziehl-Neelsen para a pesquisa de bacilos alcool-acido
resistente (BAAR) e outra parte inoculada nos meios Stonebrink-Leslie e Lowenstein
Jensen e, por fim, incubados em estufa bacteriolégica a 37°C por até 90 dias, com leituras
semanais. Os isolados foram acondicionados em criotubos contendo meio liquido 7H9 -

Middlebrook com 10% de glicerol como conservante e congelados a -20°C e,
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posteriormente, utilizados para a identificacao fenotipica e para a extragdo do DNA para
identificacdo molecular.

A identificacdo fenotipica dos isolados foi realizada por repique em meios Lowenstein
Jensen contendo acido p-nitrobenzdico (PNB) e testados no MPT64. A identificacdo
molecular foi realizada no Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo (USP). A extracdo do
DNA genomico foi realizada por termolise. Para a identificacdo dos membros do
complexo M. tuberculosis foi feito a PCR pelo protocolo TB multiplex (WILTON &
COUSINS 1992) com os primers MYCGEN-F e MYCGEN-R referentes ao género
Mycobacterium; TB-1F e TB-1R referentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis;
MYCAV-R referente ao Mycobacterium avium; e MYCINT-F referente ao Mycobacterium
intracellulare. O produto de amplificagdo de 1030 pb identificam o género
Mycobacterium e fragmentos menores de 850, 372 e 180 pb confirmam a presenca de M.
intracellulare, complexo M. tuberculosis e M. avium, respectivamente. Para diferenciar os
membros do complexo M. tuberculosis foi utilizado o método de RD Multiplex PCR
(WARREN et al. 2006) com os primers RD4-1, RD4-2 e RD4-3. As espécies M. canettii, M.
tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii e M. caprae apresentam amplificado
de 172 pb e as espécies M. bovis e M. bovis BCG amplificado de 268 pb.

As informagdes basicas do gado abatido foram obtidas a partir do documento
sanitario obrigatdério - Guia de Transito Animal (GTA) - e das requisicdes para o
diagnostico de isolamento e identificacdo de Mycobacterium bovis (Anexos 3 e 4) e
utilizou-se uma planilha do Software Microsoft Office Excel® 2007 para a organizacao
dos dados, tais como: o nimero de ordem das amostras, identificacdo, municipio de
origem, matadouro-frigorifico de destino, tipo de amostra, quantidade amostra por
animal, sexo, idade, data de colheita, de entrada no LACEN-BA e de cultivo. Foi utilizada

a estatistica descritiva simples (univariada) na avaliagdo dos dados apurados.

RESULTADOS
O abate de 562.910 bovinos, sadios ao exame ante mortem e sem restri¢cées sanitarias,
gerou 30 animais com lesdo sugestiva para a BTB durante o exame post mortem de
rotina da carca¢a na linha de inspecdo oriundos de cinco matadouros. Os bovinos

amostrados foram originados de 21 municipios: Agua Fria, Amargosa, Araci, Castro
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Alves, Conceicao do Almeida, Dom Macedo Costa, Feira de Santana, Itamari, Jeremoabo,
Medeiros Neto, Muniz Ferreira, Novo Triunfo, Pedro Alexandre, Queimadas, Santa Luzia,
Santo Antonio de Jesus, Sao Miguel das Matas, Serrinha, Terra Nova, Ubaira e Varzedo.

Dos 30 bovinos amostrados gerou-se 38 fragmentos de diferentes 6rgaos, sendo que,
dos animais que foram colhidos mais de um fragmento de tecido foi considerado como
uma Unica amostra. A caracterizagdo por sexo e idade dos animais com lesdes
demonstrou 60% (18/30) para as fémeas enquanto os machos ficaram com 40%
(12/30); a faixa etaria mais acometida foi a de mais de 36 meses de idade com 53%
(16/30) seguida pela de 25-36 meses com 43% (13/30) dos bovinos amostrados.

As lesdes estavam distribuidas em linfonodos e 6rgdos da regiao da cabeca e pescoco,
cavidades toracica e abdominal, bem como na carcaga bovina (Tabela 1).

A pré-cultura, a microscopia dos esfregacos corados pela técnica de Ziehl-Neelsen
demonstrou a partir das 38 analises que em 39% (15/38) foi observada a presenca de
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), com uma positividade ao cultivo de 33% (5/15)
em um tempo médio entre a colheita e o cultivo de 35 dias, e auséncia de crescimento
em 67% (10/15) num tempo médio de 54 dias. Nas analises sem observacdo de BAAR,
61% (23/38), em 9% (2/23) houve crescimento bacteriano num tempo médio de 31
dias, enquanto que em 91% (21/23) ndo apresentou formacao de colénias num tempo
médio de 53 dias entre a colheita e cultivo.

Houve crescimento em 18% (7/38) dos fragmentos cultivados no meio Stonebrink-
Leslie, representando cinco animais amostrados. Esse resultado confere 17% (5/30) de
positividade das amostras colhidas dos 30 animais. Os isolados foram caracterizados por
colonias de coloragdo creme-amareladas, pequenas, arredondadas, com bordas
irregulares, e ao teste com MPT64 e sensibilidade ao acido p-nitrobenzoico foram
identificados como pertencentes ao complexo Mycobacterium tuberculosis (Figura 2). O
tempo maximo de observacao do crescimento das coldnias foi 45 a 70 dias com uma
média de 57 dias de acompanhamento sendo que os cultivos negativos foram
observados até 90 dias. Nao houve crescimento bacteriano no meio Lowenstein Jensen
das amostras cultivadas com o intuito de isolar outras espécies de micobactérias.

A identificacdo molecular dos isolados resultou em 100% (5/5) positivo para
Mycobacterium bovis. O produto de amplificacdo de 268 pb representa o Mycobacterium
bovis e o de 172 pb os outros membros do complexo M. tuberculosis (M. canettii, M.

tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii e M. caprae) (Figura 3).
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Os cinco bovinos infectados foram originarios de rebanhos de propriedades rurais
pertencentes aos municipios de Amargosa, Jeremoabo, Pedro Alexandre, Serrinha e

Terra Nova (Figura 4).

DISCUSSAO

Dos matadouros-frigorificos selecionados para o acompanhamento do abate houve
colheita de amostras em apenas cinco deles. Esse fato reflete situagdo similar ocorrida
com Perez et al. (2002) que sugeriram que a detec¢do de lesdes em carcacas difere em
decorréncia da experiéncia do inspetor e do seu tempo disponivel para exame, variando
assim a colheita de amostras entre os matadouros-frigorificos. Os 562.910 bovinos
abatidos, presumidamente negativos para a tuberculose bovina, representaram 49,7%
do total abatido no Estado (1.133.497 cabecas) nos estabelecimentos sob servico de
inspecdo estadual (ADAB 2015).

A maior ocorréncia de lesdes sugestivas de BTB em fémeas e em animais com faixa
etaria acima dos 36 meses de idade também foi constatada em estudo de Okeke et al.
(2014) que observaram que a maioria dos bovinos abatidos estava acima de 60 meses
(50,6%) e com um percentual de fémeas em 64,3% na Nigéria. Nesse contexto, Damina
et al. (2011) identificaram mais fémeas abatidas e com lesdes tuberculosas no periodo
de estudo, sugerindo ser devido aos animais de descarte e com idade avangada para a
reproducdo. Esse fato deve-se a natureza cronica da doenga e a possibilidade de
aumento da frequéncia da infeccao com a idade.

A localizacdo das lesdes sugestivas de tuberculose bovina estava distribuida,
principalmente, nos linfonodos das cavidades toracica e abdominal e pulmdes. Esse
comportamento também foi observado por diversos autores, tais como: Atiadeve et al.
(2014) que em trabalho com 2886 animais amostrados num periodo de 5 meses,
observaram 145 animais com lesdes em linfonodo pré-escapular e pulmdes em estudo
em Gana; Gathogo et al. (2012) encontraram lesdes em sua maioria linfonodos
bronquiais e mediastinais, e no parénquima pulmonar em bovinos no Quénia; Damina et
al. (2011) e Sa’idu et al. (2015) identificaram, em sua maioria, nos pulmdes e, em
seguida, nos nédulos linfaticos em estudos na Nigéria; Alzamora Filho et al. (2014)

acompanharam o abate de 825.394 bovinos na Bahia e encontraram 180 lesdes
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distribuidas nos linfonodos da cabe¢a e do pescoc¢o, assim como nos pulmoes e nos
linfonodos toracicos, do figado e do peritonio. A frequente presenca das lesdes nos
pulmdes ratifica o trato respiratério como uma das principais portas de entrada do
agente (ACHA & SZYFRES 2001).

O tempo médio em torno de 30 dias, observado nesse estudo, com melhor percentual
de crescimento bacteriano entre a colheita e o cultivo das amostras, reflete o encontrado
por Morato (2011) que recomendou um tempo maximo de 30 dias como o melhor para a
conservacao de fragmentos de lesdo na solucdo saturada de borato de s6dio a uma
temperatura entre 27°C e 37°C e observou a reducao de formac¢do de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) entre 30 e 60 dias de conservacao.

O crescimento bacteriano se deu apenas no meio Stonebrink-Leslie, o que foi
observado também por Furlanetto et al. (2012) quando ndo obtiveram colénias no meio
Lowenstein Jensen de outras micobactérias no estudo no qual avaliou 198 lesdes
granulomatosas de linfonodos com trés amostras positivas. Os isolados provenientes
dos 30 bovinos amostrados representaram cinco animais infectados, 17% (5/30) de
positividade em relacdo ao crescimento, sendo 100% (5/5) identificados como
Mycobacterium bovis pelo PCR multiplex. Alzamora Filho et al. (2014) em estudo
semelhante identificaram o agente em 56% (14/25) dos isolados utilizando a mesma
técnica diagnostica. Com resultados mais expressivos, Gathogo et al. (2012) isolaram
micobactérias de 36,4% das amostras, entretanto apenas 32,8% se referem a M. bovis e
Sahraoui et al. (2009) obtiveram éxito de crescimento em 51,5% (134/260) com parcela
de 87% para M. bovis. Giampaglia et al. (2007), em estudo com o acido p-nitrobenzodico
incorporado ao meio de cultura, confirmaram a sensibilidade das micobactérias do
complexo M. tuberculosis a essa substancia, ratificando a sua utilidade na classificacao
dos achados dentro desse complexo.

A identificacdo de M. bovis ratifica a existéncia de propriedades foco de tuberculose
bovina no estado da Bahia. O rastreamento da origem dos bovinos infectados a partir do
documento sanitario obrigatério (GTA) permitiu identificar que os animais egressaram
de propriedades rurais e seus respectivos rebanhos dos municipios de Amargosa,
Jeremoabo, Pedro Alexandre, Serrinha e Terra Nova, pertencentes ao circuito trés e de
menor prevaléncia (0,3%), exceto Amargosa que é pertencente ao circuito um com

prevaléncia de 2% (AVILA et al. 2013).
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Essas propriedades foco apresentaram um quantitativo de rebanhos entre 18 e 738
cabecas, adquiriram animais normalmente de outras propriedades rurais intra e ou
intermunicipal e comercializavam para dentro e fora do Estado, caracterizando
potencial risco para a disseminac¢do da BTB segundo diversos relatos (ADAB 2016). Em
estudo sobre os fatores de risco dos rebanhos para a BTB, Skuce et al. (2012) afirmaram
que a movimentacdo dos animais, a ocorréncia da enfermidade na propriedade e em
areas vizinhas, quantidade de animais, entrada de animais oriundos de rebanhos com
historico de BTB sao fatores frequentemente identificados. Nesse contexto, Gates et al.
(2013) indicaram testar o volume de gado importado de regides endémicas e investigar
os riscos associados as deslocacoes de bovinos de rebanhos com diferentes
classificacdes de risco de BTB, visto que a fonte mais provavel de infec¢des na Escécia
tenha sido de importacdes de gado de regides endémicas, além de evidéncias da
transmissdo dentro de fazendas de gado escocesas a fim de investigar a entrada da
doenga.

E de extrema importancia uma maior atengdo a movimentagdo dos animais, visto que
o transito de animais representa um importante fator na dissemina¢do de doencas,
assim a movimentacdo de gado de dreas com BTB representa um potencial fator critico
(GILBERT et al. 2005). Sa’idu et al. (2015) relataram que o fluxo livre entre estados
vizinhos com uma taxa prevalente maiores de BTB, de gado possivelmente infectado,
poderia ser uma razdo pela alta prevaléncia no estudo, aliado a alta taxa de densidade e
diferentes origens e, também, o aumento da utilizacao do sistema intensivo no qual
rebanhos sao mantidos juntos por longos periodos podem ser considerados possiveis
fatores de risco para disseminacdo da doenca no Estado.

Dessa forma, a observancia e controle dos pontos criticos da BTB sdo fatores
primordiais para a redu¢do da dissemina¢do da enfermidade, como os citados por
Humblet et al. (2009) que identificaram em paises em desenvolvimento uma reduzida
interacdo com servigo veterindrio, falta de controle na movimentacdo de animais,
contato entre animais de diferentes rebanhos, falta de vigilancia em matadouros e
outras espécies animais domésticas e selvagens. Gilbert et al. (2005) sugeriram a
combinacao do controle de movimento do gado, a identificacdo da tipagem de M. bovis e
o conhecimento da fauna local como base na investigacdao da BTB em area com presenca

ou auséncia da enfermidade.
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Ficou evidenciada como limitagdo nesse estudo a operacionalizacao da colheita,
transporte e processamento das amostras, visto que as amostras negativas foram
analisadas em um tempo médio de 53 dias, superior ao tempo recomendado de 30 dias,

0 que pode ter contribuido para um maior percentual de negatividade.

CONCLUSOES
A vigilancia em matadouro-frigorifico proporcionou a identificacdo de propriedades
com foco da tuberculose bovina a partir do cultivo de lesées macroscopicas sugestivas
para a enfermidade.
As informagdes do documento sanitario permitiu rastrear as propriedades foco dos
bovinos infectados.
O cultivo e identificagdo molecular dos isolados a partir de lesdes sugestivas de

tuberculose bovina permitiu identificar o Mycobacterium bovis.
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Figura 3. Produto de amplificagio da diferenciacio membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis por RD m-PCR de isolados de cultivo bacteriano. M,
marcador de peso molecular 100bp; H3, controle positivo Mycobacterium tuberculosis
H37Rv; A5, controle positivo Mycobacterium bovis AN5; 1, 2, 3, 4, 5 amostras positivas

para Mycobacterium bovis; C-, controle negativo (agua).

Figura 4. Municipios da Bahia com propriedade foco de tuberculose bovina no periodo

do estudo - 2014/2015



Tabela 1. Distribuicdo das lesdes sugestivas de tuberculose bovina nos animais
abatidos no periodo de estudo, 2014/2015, na Bahia
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Lesao sugestiva
Localizacao

Quantidade % POS % NEG %

Cabeca e pescoco 6 15,8 0 6 194

Cavidade toracica e abdominal 29 76,3 85,7 23 7472

Sem informacao 2 5,3 0 2 6,5

0
6
Carcacga 1 2,6 1 14,3 0 0
0
7

TOTAL 38 100,0 100,0 31 100,0
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Figura 1. Divisdo do mapa da Bahia em
circuitos pecuarios

Figura 2. Isolados do cultivo
Fonte: Arquivo pessoal.
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M
100pb H3 A5

Figura 3. Produto de amplificagdo da diferenciagdo membros do complexo
Mycobacterium tuberculosis por RD m-PCR de isolados de cultivo
bacteriano. M, marcador de peso molecular 100bp; H3, controle positivo
Mycobacterium tuberculosis H37Rv; A5, controle positivo Mycobacterium
bovis AN5; 1, 2, 3, 4, 5 amostras positivas para Mycobacterium bovis; C-,
controle negativo (agua)
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Figura 4. Municipios da Bahia com propriedade foco de tuberculose
bovina no periodo do estudo - 2014/2015
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CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo das técnicas de cultivo bacteriolégico de lesGes sugestivas de
tuberculose bovina e identifcacdo molecular dos isolados foram eficientes para a
vigilancia dessa enfermidade em matadouros-frigorificos inspecionados,
confirmando a presenga de Mycobacterium bovis em bovinos abatidos,

presumidamente livres de tuberculose, no Estado.

O tempo entre a colheita da amostra e 0 processamento em laboratério acima do
esperado de 30 dias pode ter contribuido para um menor percentual de positividade

dos fragmentos de lesbes sugestivas cultivados.

Com os resultados apresentados nesse estudo pode-se propor um plano de
vigilancia ativa em matadouros-frigorificos sob servico de inspecdo em busca de

focos de tuberculose no estado da Bahia.



ANEXOS
ANEXO 1
Municipios do Circuito Pecuario 3

COREG Municipios Rebanho bovino

Paulo Afonso Abaré 6483
Chorrocho 4771
Coronel Joao Sa 29393
Gléria 4994
Jeremoabo 52119
Macurure 3098
Novo Triunfo 5774
Paulo Afonso 18331
Pedro Alexandre 32330
Rodelas 1053
Santa Brigida 20639
Sitio do Quinto 18471

Subtotal 197456

Ribeira do Pombal Acajutiba 10883
Adustina 12190
Agua Fria 8720
Alagoinhas 21229
Antas 19819
Apora 21449
Aracas 5982
Araci 19592
Aramari 6173
Banzae 13069
Barrocas 5641
Biritinga 13730
Cardeal da Silva 5526
Catu 18814
Cicero Dantas 30063
Cipo 7071
Conceicéo do Coité 22825
Conde 18740
Crisopolis 23044
Entre Rios 26375
Esplanada 18929
Euclides da Cunha 40746
Fatima 13727
Helidpolis 18881
Inhambupe 28404
ltanagra 6486
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Itapicuru 21372
Jandaira 13082
Lamarao 6054
Monte Santo 22967
Nova Soure 17369
Olindina 19882
Ouricangas 6826
Paripiranga 18074
Pedréo 8024
Pojuca 7442
Quijingue 21712
Retirolandia 4788
Ribeira do Amparo 13674
Ribeira do Pombal 46247
Rio Real 30973
Santa Luz 29874
Sao Domingos 6870
Satiro Dias 11487
Serrinha 17214
Teofilandia 10129
Tucano 30398
Valente 6159
Subtotal 808725
Feira de Santana Ameélia Rodrigues 7734
Anguera 7130
Antonio Cardoso 13377
Aratuipe 4495
Baixa Grande 32503
Cabaceiras do
Paraguacu 5125
Cachoeira 10454
Candeal 15708
Capela do Alto Alegre 24748
Castro Alves 31512
Conceicéo da Feira 6281
Conceicéo do Almeida 24522
Conceicéo do Jacuipe 10679
Coracéo de Maria 18932
Cruz das Almas 6530
Dom Macedo Costa 9983
Elisio Medrado 10056
Feira de Santana 50750
Gaviao 12456
Governador Mangabeira 2709
Ichu 4024
Ipecaeta 10896
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Ipird 94725
Irara 8432
Itaparica 238
Itatim 11047
Jaguaripe 8684
Madre de Deus 0
Maragogipe 8143
Muniz Ferreira 6982
Muritiba 4948
Nazaré 8379
Nova Fatima 12497
Pé de Serra 27907
Pintadas 27650
Rafael Jambeiro 33053
Riach&o do Jacuipe 42333
Salinas da Margarida 105
Santa Barbara 11485
Santanopolis 6868
Santa Terezinha 15690
Santo Amaro 19293
Santo Antonio de Jesus 15508
Santo Estevao 11196
Séo Felipe 17365
Séao Félix 4153
Sao Francisco do Conde 7077
Sé&o Gongalo dos
Campos 13338
Sapeacu 6307
Saubara 560
Serra Preta 30685
Tanquinho 7365
Teodoro Sampaio 14220
Terra Nova 14656
Varzedo 10829
Vera Cruz 434
Subtotal 822756
Sede Camacari 2029
Candeias 9228
Dias D’Avila 639
Lauro de Freitas 267
Mata de S&o Joao 14784
Salvador 460
Sao Sebastido do Passé 35432
Simodes Filho 2351
Subtotal 65190
Total 1894127
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ANEXO 2

Municipios do Circuito Pecudério 4

COREG Municipios Rebanho bovino
Itaberaba Andarai 13465
Boa Vista do Tupim 45305
Boninal 11402
Bonito 5504
lacu 40697
Ibiquera 14188
Ibitiara 18646
Iraquara 8217
Itaberaba 51889
Itaete 15372
Lajedinho 13025
Lencois 4555
Macajuba 17131
Marcionilio Souza 35310
Mucugé 7027
Nova Redencéao 9650
Novo Horizonte 9040
Palmeiras 3157
Ruy Barbosa 36974
Seabra 15400
Souto Soares 4572
Utinga 16286
Wagner 3536
Subtotal 400348
Irecé América Dourada 9148
Barra do Mendes 9601
Barro Alto 6114
Canarana 10175
Central 6293
Gentio do Ouro 5882
Ibipeba 9787
Ibitita 8279
Irecé 10359
Itaguacu da Bahia 16775
Joéo Dourado 15830
Jussara 10071
Lapao 9272
Presidente Dutra 3349
Séao Gabriel 5906
Uibai 3507
Xiquexique 25048
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Subtotal 165396

Miguel

Calmon Caem 16693
Cafarnaum 6533
Caldeirdo Grande 11098
Capim Grosso 18304
Jacobina 43209
Mairi 29209
Miguel Calmon 32040
Mirangaba 17242
Morro do Chapéu 33987
Mulungu do Morro 3214
Mundo Novo 40197
Ourolandia 15607
Piritiba 25314
Quixabeira 7461
Séo José do Jacuipe 13450
Saude 9586
Serrolandia 10608
Tapiramuta 22333
Umburanas 6123
Varzea da Roca 15959
Véarzea do Poco 8134
Varzea Nova 9089

Subtotal 395390

Total 961134
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ANEXO 4

LADESA
Talorararie de Banidade Animal m
——* —— =

REQUISICAO PARA DIAGNOSTICO DE ISOLAMENTO E

IDENTIFICAGAO DE M. BOVIS

GADGS DO FROPRIETARIC E DA PROPRIEDADE

Encerecn; EstabEecimento: I Frigonfice:

PropreLanG

GTA oe Origem CPFICHPT:
Winicipis oe Origem Estadn:
TalaTone: Fau: Takdar: T-mak

MEGICO VETERINARID REQUISITANTE

Tome . I RHAY.
Enderego:
CER: Bakro: Munbcipio: Estaedo.
Tadafons: Fas: Crhidar: -l

DADDS DAS AMOSTRAS BOVIMA
Thpo e amastra: FRAGHENTDS DE TEQODOS
Quantidede 96 ME0ST R Diata da colheiba: Diata de envio 0 borabirio: Cats de Chegads a0 LADESE:
Preenchiments no =

Pr pelo req ]

Ordem de Servige | H° g8

Iden d Emal Sexo Idade

105 tificacio do an Espécie

DATA E ASSIMATURA

[ de 20 - KBS

Bibdico Veterindrio Resporsdwel pola Colheita

“4 Confisbilidade e qualidade dos testes laborateriais realizados, assim come a interpretacio des resnltados
dependem primarixmenie do bom scondicionamentn das amostras!™

Aw. Adhemar de Barmos, 867, Ondina. Salvador-Bahia; CEP 40170-110
FonelFae: (71) 3116-8452/8432
E-mail: laboratono adabd@adab. ba.gov_ br

67



