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This study aimed to evaluate suggestive lesions of tuberculosis in buffaloes slaughtered
in official slaughterhouses in the State of Amap4, Brazil, in order to confirm the diagnosis of
tuberculosis by histopathological and molecular evaluation. Tissue samples of 20 buffaloes
showing lesions suggestive of tuberculosis, from the municipalities of Macapa and Santana,
were collected. The samples were divided into two parts: one was fixed in 10% buffered
formalin and routinely processed for histopathological evaluation, stained by hematoxylin-
-eosin and Ziehl-Neelsen; and the other was used for Nested-PCRs for Mycobacterium tuber-
culosis complex (MTC) and for Mycobacterium bovis. Gross lesions suggestive of tuberculo-
sis were observed in the lungs, bronchial, mediastinic, retropharyngeal and submandibular
lymph nodes, liver and pleura. Histopathologically, all samples showed lesions suggestive
of tuberculosis, characterized by granulomas composed of large amount of infiltration of
epithelioid cells, Langhans cells and lymphocytes, bordering a necrotic core, calcified or
not, surrounded by a fibrous connective tissue capsule. Acid-fast bacilli were observed in
the tissues of 3/20 (15%) buffaloes. With regards to the molecular detection, 13/20 (65%)
buffaloes showed positive tissue samples: 6 were positive both in the MTC and M. bovis
Nested-PCRs, one was positive only in the MTC Nested-PCR, and 6 were positive only in the
M. bovis Nested-PCR. The results of this study demonstrate the importance of diagnosing
TB in buffaloes in the region and point to the requirement to implement effective measures
to control and eradicate the disease.

INDEX TERMS: Histopathology, tuberculosis, buffaloes, Amap4, Brazil, Mycobacterium bovis, Myco-
bacterium tuberculosis complex, Nested-PCR.
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processadas para avaliagcdo histopatoldgica, coradas pela
hematoxilina-eosina e Ziehl-Neelsen; e o outra parte foi
usado para Nested-PCR para o complexo de Mycobacterium
tuberculosis (CMT) e para Mycobacterium bovis. As lesoes
macroscopicas sugestivas de tuberculose foram observa-
das nos pulmoes, linfonodos bronquicos, mediastinicos,
retrofaringeos e submandibulares, figado e pleura. Histo-
patologicamente, todas as amostras apresentaram lesdes
sugestivas de tuberculose, caracterizadas por granulomas
compostos por grande quantidade de infiltragdo de células
epitelidides, células de Langerhans e linfocitos, margean-
do um centro necroético, calcificado ou nao, rodeado por
capsula de tecido conjuntivo fibroso. Bacilos alcool-acido
resistentes foram observados nos tecidos de 3/20 (15%)
bufalos. Com relacdo a detecgdo molecular, 13/20 (65%)
bubalinos apresentaram amostras de tecidos positivos: 6
foram positivos nas Nested-PCRs para CMT e M. bovis, um
foi positivo apenas na Nested-PCR para CMT, e 6 foram po-
sitivos apenas na Nested-PCR para M. bovis. Os resultados
deste estudo demonstram a importancia de diagnosticar a
tuberculose em bifalos na regido e apontam para a neces-
sidade de implementar medidas eficazes para controlar e
erradicar a enfermidade.

TERMOS DE INDEXAGAO: Histopatoldgia, tuberculose, bifalos,
Amap4, bubalinos, Mycobacterium bovis, histopatologia, Comple-
x0 Mycobacterium tuberculosis, Nested-PCR.

INTRODUCAO

A tuberculose é uma enfermidade de distribuicio mundial,
causada por bactérias Gram-positivas, pertencentes ao
Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT). Os integran-
tes deste grupo exibem 99,9% de similaridade genética
com variantes adaptadas a humanos, espécies domésticas
e animais selvagens, possuindo diversos hospedeiros e
graus de patogenicidade (Dos Vultos et al. 2008). 0 CMT in-
clui Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium bovis BCG,
Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum subtipos I
e II, Mycobacterium canettii, Mycobacterium microti (Bros-
ch etal. 2002), Mycobacterium caprae (Cvetnic et al. 2007),
Mycobacterium orygis, Mycobacterium pinnipedii (Van In-
gen et al. 2012), Mycobacterium mungi (Alexander et al.
2010) e Mycobacterium suricattae (Parsons et al. 2013).

Mycobacterium bovis causa enfermidade cronica debili-
tante em bovinos e bubalinos, diminui¢do dos indices pro-
dutivos, reducdo de 10 a 20% na producao leiteira, menor
ganho de peso, infertilidade, descarte de animais, condena-
¢do de carcacas em abatedouros (Brasil 2006, Riet-Correa
& Garcia 2006), além de perdas econdmicas mundiais es-
timadas em trés bilhdes de ddlares ao ano (Garnier et al.
2003).

A enfermidade ainda requer maiores estudos na espé-
cie bubalina, especialmente na regido norte do Brasil. No
estado do Par4, registrou-se prevaléncia de 3,5 % em bu-
falos criados em municipios do Arquipélago do Marajo e
ainda 7,2% de bubalinos positivos em outros nove munici-
pios paraenses (Barbosa et al. 2014). No estado do Amap3,
que concentra o segundo maior rebanho bubalino do pafs,
superior a 285.000 cabecas (IBGE 2014), ha registros fre-
quentes de condenagdes por lesdes sugestivas de tubercu-

lose em estabelecimentos oficiais de abate. Contudo, nao ha
dados oficiais sobre a real condicdo sanitaria do rebanho
amapaense, o que contribui para a desvalorizagido da pe-
cuaria local e gera riscos a saude publica, demonstrando a
necessidade de estudos diagnosticos que visem confirmar
a ocorréncia de tuberculose por M. bovis em bufalos abati-
dos para consumo.

O presente trabalho objetivou avaliar lesdes sugestivas
de tuberculose em bubalinos abatidos em matadouros ofi-
ciais, nos municipios de Macapé e Santana, estado do Ama-
pa, a fim de confirmar o diagnéstico de tuberculose, me-
diante avaliacdo histopatolégica e molecular.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se coleta de tecidos apresentando lesdes sugestivas de
tuberculose de bufalos abatidos para consumo em dois estabe-
lecimentos de abate fiscalizados pelo Servigo de Inspegdo Esta-
dual (SIE) do estado do Amapa, entre maio e agosto/2011 e du-
rante outubro/2011, em matadouros localizados nas cidades de
Macapa e Santana, respectivamente. No referido periodo, foram
inspecionados 5.350 bubalinos, dos quais 2.630 em Macapa e
2.720 em Santana, registrando-se 28 condenagdes totais devido
a lesdes sugestivas de tuberculose, sendo coletados tecidos de
20 animais. Alguns bubalinos apresentavam lesdes em diferentes
orgdos, ocorrendo variacdo quanto ao numero de tecido coletado
por individuo (Quadro 1), totalizando 34 amostras. Os bubalinos

Quadro 1. Avaliacdo histopatolégica e molecular por tecido
coletado em biifalos apresentando lesdes sugestivas de
tuberculose, abatidos em Macapa e Santana (AP)

Identifi- Bufalo Tecido  HE Ziehl-Neelsen Nested-PCR
cagao CMT M. bovis
255/11 1 PF LST BAARndo observado Neg Neg
270/11 2 LM LST BAARnio observado Pos Pos
P Neg Neg

263/11 3 LM LST BAARndo observado Neg Pos
274/11 4 LR LST BAARndo observado Neg Pos
LM, LS, P Pos Pos

F Neg Neg

268/11 5 P LST BAAR ndo observado Pos Pos
273/11 6 P LST BAARnio observado Pos Pos
F Neg Pos

275/11 7 LM,P  LST BAAR Pos Pos
283/11 8 LB LST BAARndo observado Neg Neg
282/11 9 P LST BAARndo observado Neg Neg
280/11 10 LB LST NR Neg Neg
277/11 11 LB LST BAAR Neg Pos
256/11 12 LB LST BAARnao observado Neg Pos

264/11 13 PL,P  LST
265/11 14 PPL  LST

BAAR ndo observado Neg Pos
BAAR ndo observado Neg Neg

F BAAR Neg  Neg
276/11 15 LB,P LST BAARn3o observado Neg Pos

F Neg Neg
262/11 16 LS LST NR Pos Neg

259/11 17 LM LST BAARnao observado Neg Neg

260/11 18 P LST BAAR ndo observado Pos Pos
279/11 19 LI LST BAARnao observado Neg Neg
281/11 20 LB LST BAARnao observado Neg Neg

P Neg Pos

HE = Hematoxilina-eosina, LCT = Lesdo sugestivas de tuberculose, CMT =
Complexo Mycobacterium tuberculosis; NR = Nao realizado, P= pulmao,
PL = Pleura, F = Figado, LM = Linfonodo mediastinico, LB = Linfonodo
bronquial, LS = Linfonodo submandibular, LR = Linfonodo retrofaringeo,
LI = Linfonodo iliaco.
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avaliados nao revelavam sinais clinicos associados a tuberculose
durante exame visual ante-mortem, desconhecendo-se histérico
de tuberculinizagdo, condi¢do sanitaria dos rebanhos e origem
exata de alguns animais.

As amostras coletadas foram divididas em duas por¢des. Uma
foi fixada em formol tamponado a 10% e processada rotineira-
mente para avaliacdo histopatoldgica, sendo realizadas coloragdes
de hematoxilina-eosina e Ziehl-Neelsen. O fragmento restante foi
congelado e enviado a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecu-
aria - Embrapa Gado de Corte, Mato Grosso do Sul para execugdo
do diagndstico molecular. A realizacdo de exame histopatoldgico
ndo foi possivel em um bubalino, devido a falha no processo de
fixacdo da amostra.

A extragdo de DNA dos tecidos foi feita a partir de fragmentos
de 100mg, abrangendo a regiao de transicao entre lesdo e tecido
visualmente saudavel, utilizando-se kit comercial DNEasy Blood
& Tissue (Qiagen).

As amplificagdes de DNA do complexo Mycobacterium tuber-
culosis ocorreram por meio de Nested-PCR, empregando-se pri-
mers e sondas para a o gene rv2807, que codifica pra uma protei-
na hipotética conservada daquele complexo, segundo Araujo et al.
(2014a). Para Mycobacterium bovis, foram empregados primers e
sondas para aregido ThD1, segundo Aratjo et al. (2014b). Esta re-
gido compreende o gene mmpS6, que codifica para uma provavel
proteina conservada de membrana, e a regido 5’ do gene mmpL6.
TbD1 esta presente em M. bovis (incluindo cepas de BCG), Myco-
bacterium africanum, M. canettii e ausente em isolados modernos
de M. tuberculosis (Brosch et al. 2002, Mostowy et al. 2005, Lahlou
etal. 2012).

As reacdes de Nested-PCR ocorreram em duas etapas. Ini-
cialmente, foram feitas amplificagcdes dos dois alvos citados por
PCR convencional. Em seguida, realizou-se PCR em tempo real,
utilizando-se os produtos das rea¢des de PCR convencional como
molde, e primers e sondas delimitando um produto menor, segun-
do Aradjo et al. (2014a) e Aradjo et al. (2014b).

PCR convencional. Para o complexo M. tuberculosis, foram
utilizados os primers forward externo MTC: 5-GGCGGTGGCG-
GAGTTGAAGGCGATGAG-3’ e reverse externo MTC: 5’-GCCGCGAG-
CGAGTCTGGGCGATGTC-3’, que delimitam um fragmento de 443
pares de bases (pb) de rv2807. Para M. bovis, foram utilizados
os primers forward externo Mb: 5’- GTGGCGGTCGCGGGATTCAG-
CGTCTAT-3’ e reverse externo Mb: 5’-TTATGGCGGCCACACCCACC-
CAAAACAG-3’, que delimitam um fragmento de 474pb da regido
ThD1.

As reacgdes para os dois alvos foram feitas separadamente em
volume de 25ul, contendo 10mM de Tris-HCl (pH 8,3); 50uM de
KCl; 1,5mM de MgCl,; 0,2mM de cada dNTP; 7,5pmol de cada pri-
mer; 1,25 U de Taq DNA polimerase (Sigma) e 400ng de DNA. As
reacdes de amplificacdo foram feitas de termociclador M] Mini
Bio-Rad, para ambos os alvos, com o seguinte esquema: desnatu-
ragdo inicial a 95°C por 4 min, seguida por 35 ciclos de desnatura-
¢do a 95°C por 90 seg, anelamento a 65°C por 30 seg, e extensdo a
72°C por 45 seg. Uma etapa de extensao final a 72°C foi feita por
3 min.

PCR em tempo real (qPCR). Para o complexo M. tubercu-
losis, foram utilizados os primers forward interno MTC: 5’-CAT-
TGCTGCGTAATTCGATCA-3’ e reverse interno MTC: 5-GACCT-
TGGGCGCCTCAT-3’; e a sonda MTC: 6FAM-CATCCACACCTGTTCG
-MGBNFQ, que delimitam um fragmento de 56pb. Para M. bo-
vis, foram utilizados os primers forward interno Mb: 5’-GCGG-
TCTTCGCCAATGTT-3’ e reverse interno Mb: 5’-GCAGCCGATGGA-
ATTGCT-3’; e a sonda Mb: 6FAM-CGCGCAAGGCGA-MGBNFQ, que
delimitam um fragmento de 51pb.

As reagdes de qPCR para os dois alvos foram feitas separada-
mente em volume de 12,5ulL, contendo 6,25uL. deTagMan Master
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Mix (ref 4352042, Applied Biosystems); 600nM de cada primer;
100nM de sonda e 3uL da reacdo de PCR convencional.

As reagdes de amplificagdes de qPCR foram realizadas em ter-
mociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, EUA). Para ambos
os alvos, a desnaturagdo inicial foi realizada a 95°C durante 10 min,
seguido por 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 15 seg e anela-
mento/extensdo a 62°C durante 30 seg.

Para todas as reagdes de PCR para rv2807, utilizou-se DNA de M.
bovis cepa AN5 e de M. tuberculosis cepa H37Rv como controles
positivos. Para todas as reagdes de PCR para TbD1, utilizou-se DNA
de M. bovis cepa AN5 como controle positivo. Reagdes sem DNA fo-
ram usadas como controles negativos. Para teste de inibicdo de PCR,
as amostras negativas foram inoculadas com 1uL de DNA de M. bo-
vis cepa ANS5 e testadas novamente.

RESULTADOS

Durante a inspecdo das carcagas dos bubalinos nos mata-
douros, foram observadas lesdes sugestivas de tuberculose
em pulmdes, linfonodos mediastinicos, bronquiais, sub-
mandibulares e retrofaringeos, figado e pleura. Lesdes pul-
monares foram identificadas em 16 bufalos, caracterizadas
mais frequentemente por nédulos firmes, esbranquicados,
encapsulados, de 2-3cm de didmetro, preenchidos por ma-
terial caseoso, com ou sem mineralizacao central, distribu-
idos bilateralmente. Os animais 5 e 9 apresentavam lesdes
pulmonares de até 15cm de diametro. Lesdes em linfono-
dos mediastinicos foram observadas em oito bufalos. Essas
lesdes alcancavam até 10cm de comprimento, mostran-
do calcificagdo. Em dois bufalos, verificaram-se multiplos
nédulos esbranquicados, de 1-2cm de didmetro, firmes e
encapsulados distribuidos na superficie pleural. Nos ani-
mais em que os linfonodos bronquiais estavam afetados,
em cinco deles havia lesdes pulmonares. No figado, foram
observadas lesdes em cinco individuos. Um bufalo apresen-
tava lesdo hepatica caseosa, Unica, associada a lesdes nos
linfonodos da cabeca, trato respiratério e comprometimen-
to de linfonodos hepaticos. Apresentava, ainda, nédulos de
6-8cm de didmetro, firmes, encapsulados, mineralizados
centralmente, acometendo bilateralmente os linfonodos
retrofaringeos. Les6es multiplas no parénquima hepatico,
de tamanho variavel, foram observadas em outros sete ani-
mais. Em linfonodos submandibulares foram vistas lesdes
nodulares em dois bubalinos. Um bufalo apresentava lin-
fonodos iliacos aumentados de volume e preenchidos por
material caseoso.

Na histopatologia, todas as amostras avaliadas apre-
sentavam lesoes sugestivas de tuberculose, caracterizadas
por granulomas compostos por um centro necrotico, calci-
ficado ou ndo, margeado por infiltrado de células epitelioi-
des, células gigantes tipo Langhans e linfécitos. Estas areas
eram rodeadas por capsula de tecido conjuntivo fibroso.
Na coloracdo de Ziehl-Neelsen, havia bacilos alcool-acido
resistentes em quatro amostras, pertencentes a trés ani-
mais.

Em 13 dos 20 bubalinos (65%) ocorreu amplificagao
nas amostras de tecidos para CMT e/ou Mycobacterium bo-
vis, por meio das Nested-PCRs. Destes, houve amplificacdo
nas Nested-PCRs para CMT e M. bovis em tecidos de 6 ani-
mais; apenas para CMT nos tecidos de um animal; e apenas
para M. bovis em 6 bufalos.
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0 Quadro 1 apresenta as amostras coletadas de cada
animal e os resultados das avalia¢des histopatolégicas e
moleculares.

DISCUSSAO

Lesdes macroscdpicas sugestivas de tuberculose foram
encontradas com maior frequéncia nos pulmdes (80%),
linfonodos mediastinicos (40%) e bronquiais (30%), suge-
rindo a via respiratéria como principal rota de transmissao
nos bubalinos, devido a localizagdo do complexo primario.
A tuberculose pulmonar observada na maioria dos buba-
linos do presente estudo é relatada como a forma mais
comum da doenca em bufalos (Freitas et al. 2001, Laisse
et al. 2011). De forma semelhante, Albernaz et al. (2015)
observaram lesdes sugestivas de tuberculose em linfono-
dos mediastinicos, além de achados macroscépicos em lin-
fonodos mesentéricos de bubalinos. Em bovinos, a maioria
dos achados macroscopicos localizam-se nos linfonodos
respiratorios, parénquima pulmonar, linfonodos da cabeca
e mediastinicos (Corner 1994, Whipple et al. 1996, Proafio-
-Pérez et al. 2011, Alzamora Filho et al. 2014a, Alzamora
Filho et al. 2014b).

As lesoes histologicas foram semelhantes as observa-
das por Kanameda & Ekgatat (1995), Laisse et al. (2011),
Albernaz et al. (2015) na tuberculose bubalina, mantendo
grande similaridade aos granulomas tuberculosos descri-
tos na espécie bovina (Cancela & Marin 1993, Cassidy et al.
1999, Wangoo et al. 2005, Watrelot-Virieux et al. 2006, Va-
rello et al. 2008). A deteccdo de bacilos alcool-acido resis-
tentes (BAAR) em somente trés bufalos demonstra a baixa
sensibilidade da técnica, uma vez que 13 animais apresen-
taram resultados positivos nas técnicas de Nested-PCR. A
baixa sensibilidade da coloragdo de Ziehl-Neelsen é relata-
da em bubalinos (Garine-Wichatitsky et al. 2010, Laisse et
al. 2011) e em bovinos (Cancela & Marin 1993, Sulieman
& Hamid 2002, Watrelot-Virieux et al. 2006). Um animal
que apresentava BAAR foi negativo aos testes moleculares.
Sabe-se que a sensibilidade das técnicas de PCR pode ser
afetada pela presenca de inibidores e pela quantidade de
DNA na amostra clinica (Cardoso et al. 2009), porém, neste
estudo, a presenca de inibidores foi testada.

A utilizacdo das técnicas de Nested-PCR possibilitou
confirmar a infec¢do por micobactérias do CMT e/ou Myco-
bacterium bovis em 13 (65%) animais. Estes resultados
se assemelham aos obtidos por Araujo et al. (2014b), nos
quais a detecgdo direta de M. bovis em lesdes sugestivas de
tuberculose em bovinos e bubalinos, previamente reagen-
tes ao teste tuberculinico intradérmico comparativo, alcan-
¢ou sensibilidade clinica de 76% e especificidade de 100%.
Em outro estudo, a identificacdo do CMT em tecidos bovi-
nos e bubalinos, por meio de Nested-PCR, alcan¢ou sensibi-
lidade clinica de 76,7% e especificidade maxima (100%),
indices superiores a PCR convencional e cultura (Aratjo et
al. 2014a). Percentuais superiores aos descrito por Laisse
et al. (2011), que encontraram 42,1% (8/19) de positivos
para M. bovis em bufalos africanos empregando kit comer-
cial de amplificacdo simultanea para CMT e CMA.

Em bovinos reagentes a tuberculinizacao, Figueiredo et
al. (2009) identificaram M. bovis em 88,24% (15/17) das

amostras, utilizando dois pares de primers especificos para
M. bovis e M. tuberculosis, por meio de PCR multipla. Parra
et al. (2008), desenvolvendo sistema de PCR multipla em
tempo real, diretamente de amostras bioldgicas, obtiveram
taxas de sensibilidade variando de 61,11% (lesdes nao vi-
siveis) até 80,64% para lesdes tuberculosas cronicas, per-
mitindo a diferenciagcdo entre membros do CMA e outras
micobactérias nao-tuberculosas. Furlanetto et al. (2012),
empregando PCR-multipla diretamente em fragmentos de
tecido, detectaram presenca de M. bovis em 7% (14/182)
das lesdes, mostrando maior sensibilidade do teste mole-
cular comparado a analise microbiolégica (1,5%). De for-
ma semelhante, Zanini et al. (2001) encontraram 70,3%
(38) de positivos para M. bovis, contra 42,6% de positivos
ao isolamento, sendo que todas as amostras positivas pelo
isolamento foram identificadas por PCR, destacando-se a
sensibilidade do método molecular e vantagem da realiza-
¢do em curto periodo de tempo (24h). Aratjo et al. (2005),
analisando lesdes sugestivas de tuberculose em bovinos,
obtiveram 17 (23,65%) amostras positivas na cultura em
meio Stonebrink, confirmando a presenca de M. bovis em
13 (76,5%) amostras através de avaliagdo molecular por
PCR. A eficiéncia da técnica de Nested q-PCR na detecgdo
de CMT diretamente em tecidos bovinos foi descrita por
Carvalho etal. (2015), em que 28% (56/198) das amostras
mostraram positividade, superando os testes de Multiplex-
-PCR (14/98) e cultura (3/1998). Contudo, em bovinos,
Proafio-Pérez et al. (2011) obtiveram baixo indice de po-
sitividade por meio de Nested-PCR 27,33% (9/33), contra
36,4% de isolamento de M. bovis. Fator este possivelmen-
te relacionado ao volume e diluicio de DNA empregados
no referido estudo ou a quantidade de bacilos na amostra,
uma vez que a sensibilidade de sistemas de PCR no diag-
néstico de M. bovis encontra-se diretamente ligado a este
fator (Collins 2011).

Reddington et al. (2011) relatam 100% de especificida-
de para PCR multipla em tempo real (m-PCR) na identifi-
cacdo e diferenciacdo simultanea de micobactérias zoonoé-
ticas (M. bovis, M. bovis BCG e M. caprae) em bovinos. Shah
etal. (2002) também destacam a importancia da utilizacdo
da m-PCR associada a técnicas microscdpicas para identi-
ficacdo e diagnostico diferencial da tuberculose. Asil et al.
(2013) ressaltam a utilidade da PCR associada a técnicas
microscépicas, no sentido de aumentar a sensibilidade e
facilitar o diagnéstico diferencial entre micobacterioses e
outras doencgas que produzem lesdes semelhantes em bo-
vinos.

Em um bubalino do presente estudo a reacdo de Nested-
-PCR foi positiva apenas na Nested-PCR para CMT. Tal fato
pode refletir diferencas nas sensibilidades das Nested-PCRs
para rv2807 e TbD1. Lesdes tuberculosas provocadas por
M. caprae ja foram descritas em bovinos e outras espécies
domésticas (Cvetnic et al. 2007, Rodriguez et al. 2011). No
entanto, ndo houve similaridade significativa entre as se-
quéncias dos primers e sondas para TbD1 e para rv2807
com o genoma de M. caprae (ID: 16339) no Blastn do NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Além disso, M. caprae é
primariamente restrito a paises da Europa (Prodinger et al.
2014). Dessa forma, a primeira hip6tese é mais plausivel.
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A infecgdo por micobactérias nédo foi confirmada em 7
dos 20 bubalinos. As lesdes observadas poderiam estar re-
lacionadas a outros agentes bacterianos, como Rhodococ-
cus equi (Flynn et al. 2001), Corynebacterium spp. (Muller
etal. 2011), Nocardia sp. (Sulieman & Hamid 2002), Strep-
tococcus spp., ou serem decorrentes de micobacterioses
atipicas, capazes de interferir em sistemas de PCR pouco
sensiveis (Sahraoui et al. 2009, Thacker et al. 2011). Outra
possibilidade seria a falha de sensibilidade das técnicas de
Nested-PCR, uma vez que o diagndéstico diretamente em te-
cidos tem apresentado sensibilidade clinica média de até
75% (Araujo et al. 2014a, Aratjo et al. 2014b).

No presente estudo, a identificacdo de M. bovis em bu-
balinos abatidos para consumo, associada a desconheci-
da condicdo sanitaria do rebanho amapaense e falhas no
controle de transito de animais, representam possibilidade
real de transmissdo de tuberculose zoondtica as pessoas
que mantiverem contato com estes animais e/ou partici-
parem do abate e beneficiamento da carne, trabalhadores
rurais, tratadores e ordenadores (Pinto 2003, De Kantor
et al. 2008). No México, casos ocupacionais de tuberculose
latente e ativa causada por M. bovis alcangaram média de
72,6%, evidenciando elevado risco de infec¢io em indivi-
duos expostos ao contato direto com animais infectados,
principalmente em ambientes dotados de pouca ventilacdo
(Torres-Gonzales et al. 2013).

Sauret et al. (1992) registraram dez (10) casos huma-
nos de tuberculose zoonética entre 1986-1990, possivel-
mente relacionados a fatores ocupacionais. Para Thoen et
al. (2006), casos ocupacionais de tuberculose pulmonar
continuam surgindo, com 12 ocorréncias na América Latina
ocasionadas por M. bovis dentre 1966-2005. Estes nimeros
podem ser superiores, uma vez que a tuberculose relacio-
nada ao bacilo bovino é clinicamente, radiograficamente e
histopatologicamente indistinguivel da enfermidade por M.
tuberculosis, possivelmente incorrendo em subnotificagio
de tuberculose humana por M. bovis (Moda et al. 1996, Pé-
rez Lago et al. 2014). Deve-se considerar, ainda, a possibili-
dade de transmissao da tuberculose zoondtica entre pesso-
as, inclusive entre pacientes imunocompetentes (Sunder et
al. 2009, Etchechoury et al. 2010). Entre 1994-2005, dados
retrospectivos de San Diego (EUA), mostraram que infec-
¢des por M. bovis corresponderam a 45% dos casos de tu-
berculose em criangas e 6% dos casos em adultos, oferecen-
do risco de morte ao longo do tratamento 2,55 vezes maior
em comparacdo a M. tuberculosis (Rodwell et al. 2008).

Habitos regionais relacionados ao consumo de leite cru
e derivados oriundos de vacas com mastite tuberculosa,
sem sinais clinicos visiveis, ou nunca testadas com antige-
nos tuberculinicos, expdéem maior nimero de pessoas ao
desenvolvimento de formas extrapulmonares de tubercu-
lose. Casos humanos de tuberculose por ingestao de leite,
chamada escréfula, sio amplamente citados na literatura
(Moda et al. 1996, Cosivi et al. 1998, Thoen et al. 2006, Do-
ran etal. 2009) e a confirmagdo de M. bovis em amostras de
leite através de testes moleculares (PCR) torna possivel a
rapida deteccdo do agente e aplicacdo de medidas de con-
trole e erradicacdo da enfermidade em rebanhos infectados
(Akhtar et al. 2015, Cezar et al. 2016).
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CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram a impor-
tancia em diagnosticar a tuberculose em bufalos na regido
e apontam para a necessidade de implantacdo de medidas
efetivas de controle e erradica¢cdo da enfermidade nos re-
banhos amapaenses, a fim de evitar maior disseminacdo
da doenca nesta espécie, evitando ainda o surgimento de
casos humanos de tuberculose pulmonar e extrapulmonar
de origem zoonodtica.
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