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EPIGRAFE

“«“

do é a espécie mais forte que sobrevive, nem a mais inteligente, mas sim a mais adaptdvel
a mudancga’”.

Charles Darwin

“Vamos suerte, vamos juntos, dende que juntos nacimos, y ya que juntos vivimos sin
podernos dividir... Yo abriré con mi cuchillo el camino pa seguir”

Martin Fierro



RESUMO

Descrevem-se os aspectos epidemiologicos e clinico-patologicos da paratuberculose
em um rebanho de bufalos no Municipio de Guaiba no Rio Grande do Sul. A propriedade
possuia cento e noventa e quatro bufalos principalmente da raga mediterraneo e destinava-se a
producao de leite e carne. No periodo de abril de 2009 a setembro de 2010 seis bufalos
apresentaram diarreia cronica intermitente, perda de peso e apetite normal. Na neccropsia
observaram-se vasos linfaticos proeminentes no mesentério € na mucosa do intestino. Os
linfonodos mesentéricos estavam moderadamente aumentados, com areas escuras
entremeadas com focos multinodulares brancacentos, principalmente na regido cortical. A
mucosa do intestino se encontrava espessa e cerebriforme. Ao exame histolégico, desde o
duodeno até o intestino grosso havia infiltrado composto principalmente por macrofagos
epitelidides e, em menor escala, linfocitos, plasmocitos e células gigantes tipo Langhans.
Outros achados observados foram dilatacao dos vasos linfaticos, linfangite granulomatosa e
linfangiectasia. Nos linfonodos mesentéricos verificaram-se lesdes histologicas semelhantes.
A coloragdo de Ziehl-Neelsen e a imuno-histoquimica revelaram bacilos alcool-acido
resistentes no interior de macrofagos, de células gigantes de Langhans e livres na mucosa e
submucosa do intestino e dos linfonodos mesentéricos. Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis foi isolado em cultivo bacteriano de amostras de fezes, raspado de mucosa
intestinal e de linfonodos mesentéricos. A identificagdo do agente foi realizada pela técnica de
PCR 1S900. Foi realizado, também, levantamento soroldgico de 136 bufalos da propriedade
através da técnica de ELISA, na qual foram observados 15,45 % reagentes. O diagndstico da
paratuberculose foi baseado nos dados clinicopatolégicos, sorologia, isolamento e

identificacdo do agente.

Palavras Chave: Paratuberculose, Mycobacterium avium subespecie paratuberculosis,

Bubalus bubalis, Bufalo



ABSTRACT

It’s described the epidemiologic, clinical and pathologic aspects of paratuberculosis in
a bubaline herd in Guaiba city, southern Brazil. The property had one hundred and ninety
animals for milk and meet production. Six adults Mediterranean breed bubalines showed
chronic intermittent diarrhea, lost of weight and normal appetite. At necropsy, the lymphatic
vessels were prominent in the serosa, the mesenteric lymphnodes were slightly enlarged with
dark areas interwoven by multinodular white spots mainly in the cortical region. The intestine
mucosa were thickened and of corrugated aspect. The microscopic exam revealed severe
diffuse granulomatous inflammation, marked dilatation of the lymphatic vessels,
granulomatous lymphangitis and lymphangioectasia from the duodenum to the large bowl.
The mesenteric lymphnodes showed similar histological lesions. Acid-fast bacilli in
macrophages, in Langhans giant cells and freely in the mucosa and submucosa of the small
intestine and lymphnodes were shown at Ziehl-Neelsen staining and immunohistochemistry.
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis was isolated through bacterial cultivation of
samples taken from feces, intestinal mucosa, mesenteric lymphnodes, and identified through
IS900 PCR. In addition, a serologic survey was performed in the property by ELISA test.
15.45 percent of the animals reacted positive to the test. The diagnosis of paratuberculosis
was based on clinical, pathological and epidemiological data, serology exam, bacterial

isolation and identification of the agent.

Key words: paratubesculosis, Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis, Bubalus

bubalis, bubaline.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Mapa do Brasil, demonstrando em verde os Estados com relatos de
PATATUDETCULOSE. ...ttt ettt ettt et e st e et e e aeeeabe e bt e ssbeesseeenbeenseesnseenseasnseenseas 16

Figura 2 - Paratuberculose. Fémea apos ordenha receptiva a amamentacao de diversos
DEZEITOS. ...ttt ettt ettt et b et e a e bt et e bttt et e h e e h e et eh e e bt et eb e bt eatenae e 30

Figura 3 - Paratuberculose. Bufalo 1. Péssimo estado corporal, dectbito lateral permanente e
evidéncia de diarreia esverdeada semi Hquida. .........ccooeviiiieiiieiiiiieeiie e 31

Figura 4 - Paratuberculose. Bufalo 3. Péssimo estado corporal, dectbito esternal permanente
e evidéncia de diarreia esverdeada 1iquida. ........ccoeeciiieiiiiiiiiiiece e 31

Figura 5 - Paratuberculose. Bufalo 4. Animal em decubito lateral com opistotono e
mMovImMentos de PeAalagem. .........ccouiiiiiiiiiieeee e e e e e bae e aae e 32

Figura 6 - Paratuberculose. Bufalo 4. Jejuno. Vasos linfaticos evidentes, tortuosos e
levemente eSbranquIGAOS. .........ccviieeiieeiiieeiee ettt eee e e e e e e are e et e e ebae e enreeennnes 33

Figura 7 - Paratuberculose. Bufalo 2. Linfonodo mesentérico com regido medular
amarronzada e focos multinodulares brancacentos em regido cortical. Vasos linfaticos
evidentes SOb @ SET0SA dO JEJUNO. ......ccuviieiiieeiiiieeiieeeieeeeieeeeieeesaee e aeeeeaeeesaeeensaeesssaeesnseeennnes 33

Figura 8 - Paratuberculose. Bufalo 6. Jejuno.Mucosa espessada com aspecto cerebroide .....34
Figura 9 - Paratuberculose. Bufalo 6. Ceco.Mucosa espessada com aspecto cerebroide ....... 34
Figura 10 - Paratuberculose. Bufalo 5. Vélvula ileocecal aumentada e edemaciada. ............. 35

Figura 11 - Paratuberculose. Bufalo 4. Coragdo. Placas irregulares, esbranquigadas de
mineralizagdo, opacas, rugosas e firmes no endocardio do atrio esquerdo. .........cccceeevveeennenne. 35

Figura 12 - Paratuberculose. Bufalo 2. Jejuno. Atrofia e fusionamento de vilosidades com
intenso infiltrado de macrdéfagos epitelioides e ocasionais células gigantes na mucosa.
Perilinfangitegranulomatosa na submucosa. Hematoxilina e eosina. Obj. 10.......................... 37

Figura 13 - Paratuberculose. Bufalo 5. Valvula ileocecal. Intenso infiltrado de macréfagos
epitelioides e ocasionais células gigantes na mucosa com atrofia de vilosidades. Hematoxilina
L Te 1S3 et T O o) TR PSSR 38

Figura 14 - Paratuberculose. Bufalo 5. Ceco. Infiltrado moderado de macrofagos epitelioides
e células gigantes tipo Langhans na mucosa. Hematoxilina e eosina. Obj. 20 ........................ 38

Figura 15 - Paratuberculose. Bufalo 6. Valvula ileocecal. Intenso infiltrado de células
gigantes tipo Langhans em tecido linfoide. Hematoxilina e eosina. Obj. 20. ..........c..cccuveene.e. 39



Figura 16 - Paratuberculose. Bufalo 5. fleo. Linfangiectasia, perilinfangite e endolinfangite
granulomatosa em vasos linfaticos da sub mucosa . Hematoxilina e eosina. Obj. 20.............. 39

Figura 17 - Paratuberculose. Buifalo 5. Linfonodo mesentérico. Infiltrado difuso acentuado de
macrofagos epitelioides e células gigantes tipo Langhans. Hematoxilina e eosina. Obj. 10. ..40

Figura 18 - Paratuberculose. Bufalo 4. Linfonodo mesentérico. Perilinfangite mononuclear,
linfangiectasia e endolinfangite granulomatosa em um vaso linfatico da capsula. Hematoxilina
€ €0SINA. ODJ. 20 .ottt ettt et e bt et e et e sabeebeesnaeetaeenaaens 41

Figura 19 - Paratuberculose. Bufalo 4 Rumen. Mineralizacao difusa na serosa. Hematoxilina
€ €OSINA. ODJ. 4. oottt et ettt et et e et e et e e bt e staeetaeenaaens 41

Figura 20 - Paratuberculose. Bufalo 5. Célon. Demonstracdo dos BAAR no interior de
macrofagos epitelioides através da coloracao de Ziehl-Neelsen. Obj.40. .........ccccvvevvveennnnnn. 43

Figura 21 - Paratuberculose. Bufalo 5. Linfonodo mesentérico. Infiltrado de células gigantes
com BAAR no seu interior. Coloragao de Ziehl-Neelsen. Obj.40. .......cccceeevvevvieeeiieenneeennee, 43

Figura 22 - Figura 3012. Paratuberculose. Bufalo 2. Jejuno. Imuno-histoquimica com
anticorpo anti-Mycobacterium tuberculosis demonstrando antigenos predominantemente na
porc¢ao apical das vilosidades . Estreptavidina-biotina, cromédgeno DAB. Obj. 4. .................. 44

Figura 23 - Paratuberculose. Bufalo 6 Coélon. Imuno-histoquimica com anticorpo anti-
Mycobacterium tuberculosis demonstrando a distribui¢do dos antigenos na mucosa € em
tecido linfoide da submucosa. Estreptavidina-biotina, cromoégeno DAB. Obj. 4. ................... 44

Figura 24 - Paratuberculose. Bufalo 6 Valvula ileocecal. Imuno-histoquimica com anticorpo
anti-Mycobacterium tuberculosis demonstrando antigeno no interior de macrdéfagos
epitelioides e células gigantes na mucosa. Estreptavidina-biotina, cromogeno DAB. Ob;j. 40.

Figura 25 - Paratuberculose. Bufalo 5. Ceco. Imuno-histoquimica com anticorpo anti-
Mycobacterium tuberculosis demonstrando antigenos na porcdo apical da mucosa.
Estreptavidina-biotina, cromogeno DAB. ODbj. 20. ........cccciiiiiiiiiiiiieieeieeieeeee e 45

Figura 26 - Paratuberculose. Bufalo 5. Linfonodo mesentérico. Imuno-histoquimica com
anticorpo anti-Mycobacterium tuberculosis demonstrando antigenos no interior de células
gigantes na regido cortical. Estreptavidina-biotina, cromégeno DAB. Obj. 40. ..................... 46



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Distribuicao de idade, raca, sexo e evolugdo do quadro clinico dos seis bufalos
necropsiados da raga mediterraneo com paratuberculose...........oeecvveeriieeiiieeiiieeciee e 29

Tabela 2 - Intensidade das lesdes em diferentes segmentos intestinais dos bufalos 4, 5 ¢ 6
acometidos pela paratuberCUlOSE. .........eieiiiiiiiieciee et e 36

Tabela 3 - Intensidade de coloracdo de BAAR pela técnica de Ziehl-Neelsen e marcacao
positiva na imuno-histoquimica (IHQ) em diferentes fragmentos intestinais e linfonodos
mesentéricos dos bufalos 4, 5 € 6 acometidos por paratuberculose. ...........cccccveeevieeriieeninnen. 42

Tabela 4 - Resultados do teste de ELISA nos animais do rebanho. ........ccooouueoeeeiieeeeieaaen... 47



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AGID - Imunodifusdo em gel de agarose
BAAR - Bacilo Alcool cido resistente

DAB - 3,3 Diaminobenzidine

DC - Doenga de Crohn
ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assays

HE - Hematoxilina e eosina

LABACVET-UFRGS - Laboratdrio de Bacteriologia Veterinaria da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul

Map - Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis
PCR - Reagdo em cadeia de Polimerase

ptb — Paratuberculose

SPV-UFRGS - Setor de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul



SUMARIO

L INTRODUGAO ...t ee e eeeeeeeeeas 12
2. REVISAO DA LITERATURA .......c.ooooiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 14
2.0 - HIESEOTECO ...ttt et s 14
2.2 - Paratuberculose no Brasil.................coooi 15
23 - B IOlOGIA......coiiiiiiie e 17
2.4 - EpIdemiOlOo@ia .......oc..oooiiiiiiiiiiiie et 18
2.4.1 - Morbidade e Mortalidade............ccooviieiieiiiiiieiecieee e 18
2.4.2 - TTANSINISSAO ..euteeiiieiieeiteette et et et estt e et e e bt e e bt e sbeeeabeesbeeeabeesabeenbeesseeenbeesneeenbeenaee 18

2.5 - Patogemia .....oooooniiiiiiiie e e et e e e e e e e e abaeeeentaeeeennn 19
2.6 - SINAIS CHIMICOS ......oooiiiiiiiiiiii ettt e 20
2.7 - Achados de NeCTOPSIA..........oooiiiiiiiiiiiiie et e e e eee e e raee e e e 21
2.8 - AChados MICTOSCOPICOS .......oooimiiiiiiiiiiiiieite ettt ettt et sbre e s beeesanee s 21
2.9 - DHAGNOSTICO ... e e et e e sae e et e e eaa e e eba e e ebaeeenbaeennreean 22
2.10 - Diagnosticos diferenciais...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 23
2011 - TratamENEO........cooiuiiiiiiiiiiieee et ettt ettt et e st s e e e e s 23
2.12 - CoNtrole € PreVeMGAQ. .........ccccuviiiiiieiiieeeieeeeieeerteeetee et e e ite e et eesbteesabteesabeeesaneeas 23
2.13 - Potencial ZOOMOTICO .............coc.oiiiiiiiiii e 24
3. MATERIAIS E METODOS ........coooomioioiiieeeeeeeeeeeeeeee e 26
4. RESULTADOS ...ttt ettt et e st e b e st e e bt e saeeebeesaneens 29
.1 INECTOPSIA ...ttt ettt et e et e ettt e et e e sttt e sabbeeenbteesabteesabeeenaseeas 32
4.2 HiStoPAtoloGia..........cooooiiiiiiiiiiee et e e e et e e et ee e e e 36
4.3 Ziehl-Neelsen e Imuno-histoquimica................cccoooiiiiiiiiniiiniiicee e 42
4.4 Isolamento Bacteriano ............coccooiiiiiiiiiiiiiiiii e 46
S POR .ottt ettt ettt et et e 46
4.0 ELLSA ..ottt ettt ettt e b e st e et e e b nae 46
S.DISCUSSAQ ...ttt 47

REFERENCIAS ..o, 54



12

1. INTRODUCAO

Paratuberculose ou doenca de Johne ¢ uma enfermidade infecciosa causada por
Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (Map) (SIVAKUMAR et al., 2006;
AGIRREGOMOSKORTA, 2007; NIELSEN; TOLF, 2009). Trata-se de uma enterite
granulomatosa progressiva cronica que acomete mamiferos, principalmente ruminantes
domésticos e selvagens (CHIODINI et al., 1984; KREEGER, 1991; FERREIRA et al., 2005).
Apos a infecgdo, que ocorre principalmente pela rota fecal-oral, o Map se multiplica no
interior de macrofagos e desencadeia uma reacao inflamatoria com proliferacao dessas células
de defesa no intestino e nos linfonodos mesentéricos, causando lesdes granulomatosas
(CLARKE, 1997). Essa enterite determina ma absor¢ao de nutrientes e diarreia cronica
acompanhada de perda de peso (POESTER; RAMOS, 1994; RIET-CORREA; DRIEMEIER,
2007). Em ovinos e caprinos, a diarreia ndo € grave ou estd ausente, mas permanecem 0s
sinais clinicos associados a perda de peso e a diminuicdo de produg¢do (OLIVEIRA et al.,
2010). Os animais podem apresentar também uma forma subclinica, na qual ocorre
eliminagdo do agente no ambiente, constituindo-se uma fonte de risco ao rebanho ou animais
proximos. A transmissdo do Map ocorre principalmente pelas fezes de animais contaminados,
mas pode ocorrer transmissdo intrauterina e também via colostro (COCITO et al., 1994;
SWEENWY 1996). Animais que desenvolvem a doenca clinica, em geral sdo aqueles
infectados nas primeiras semanas de vida, porém os sinais clinicos somente se manifestam

quando adultos (RADOSTITS et al., 2007, SWEENWY 1996).

A enfermidade tem distribui¢do mundial e a doenga clinica foi descrita pela primeira
vez em 1895 por Johne e Frothingham na Alemanha (KREEGER, 1991; LILENBAUM;
MARASSI; OELEMANN, 2007). No Brasil, foram diagnosticados casos esporadicos de
paratuberculose em bovinos no Rio de Janeiro (SANTOS; SILVA, 1956; DACORSO FILHO
et al., 1960; YAMASAKI et al., 2010), Mina Gerais (NAKAJIMA et al., 1991), Santa
Catarina (PORTUGAL et al., 1979), Rio Grande do Sul (RAMOS et al., 1986; DRIEMEIER
et al., 1999), Paraiba (DIAS et al., 2002), Goias (ACYPRESTE et al., 2005) e Pernambuco
(MOTA et al., 2007). Em ovinos, a enfermidade foi descrita na Paraiba (OLIVEIRA et al.,
2010). A paratuberculose em bubalinos ¢ pouco descrita, tendo em vista que esses animais
aparentemente apresentam certo grau de resisténcia a enfermidade, tendo sido relatada apenas

uma vez no Brasil em Pernambuco (MOTA et al., 2010). Map ¢ incriminado, por alguns
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autores, como agente envolvido em uma ileocolite granulomatosa que afeta humanos,

denominada doenga de Crohn (CHIODINI; ROSSITER, 1996).

Nao existe tratamento eficaz autorizado para a paratuberculose e o diagndstico no
animal vivo pode ser realizado através de cultivo de fezes e leite (GOMES et al., 2002). Outro
exame que pode ser realizado para diagnostico no animal vivo no animal vivo ¢ a sorologia
(COELHO et al., 2010). Ambas as técnicas sdo utilizadas como medida de controle da
enfermidade, estando recomendado o subsequente abate dos reagentes positivos
(RADOSTITS et al., 2007). Para a confirmagdo do diagnodstico deve ser realizada necropsia,
baseando-se o diagnoéstico nos achados macroscopicos e microscopicos (DACORSO FILHO
et al., 1960), podendo ser realizadas as provas de imuno-histoquimica (BREES et al., 2000),
coloragdo de Ziehl-Neelsen (COELHO et al., 2008), PCR (WHITTINGTON et al., 1998;
SHIN et al., 2004) e cultivo bacteriolégico (GOMES et al., 2002) para confirmacdo do
diagnostico. Esse trabalho teve por objetivo relatar casos de paratuberculose observados em
bufalos de um estabelecimento do municipio de Guaiba no Rio Grande do Sul, ¢ enfatiza as
alteragdes clinico-patologicas e demonstragdo, isolamento e identificagdo de Map nas fezes e
tecidos dos animais acometidos. Foi realizado também, um estudo sorologico para verificar a

prevaléncia de animais reagentes na propriedade.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Historico

A paratuberculose (ptb) foi relatada pela primeira vez em 1895 por Johne e
Frothingham, na Alemanha, como um caso de tuberculose atipica, em uma vaca de seis anos
que apresentava perda de peso e diarreia cronica. Ao exame macroscopico, foram detectados
espessamento e enrugamento da mucosa do intestino delgado. O material foi encaminhado ao
Instituto de Patologia de Dresden, onde os patologistas H. A. Johne e L. Frothingham
observaram na parede intestinal a infiltracdo por leucocitos, além de células epiteliodes e
células gigantes. Através da coloragdo especial para bacilos alcool-acido-resistentes (BAAR),
verificaram-se grande quantidade de agrupamentos bactérias (KREEGER, 1991; GOMES,
2002; LILENBAUM; MARASSI; OELEMANN, 2007). Por volta de 1900, essa doenga ja
estava distribuida em rebanhos do mundo todo. Bang propos que o seu nome fosse Ptb, pois
apesar de ser semelhante a tuberculose possuia entidade diferente. Ainda nessa década, Bang
reconheceu que a tuberculina aviaria poderia ser utilizada como reagente no diagnostico da
enfermidade estabelecendo associagdo do agente da Ptb com o Mycobacterium avium
(CHIODINTI, 1993b; GOMES, 2002). Em 1910, F.W. Trowt cumpriu os postulados de Koch e
isolou o agente da Ptb e, mais tarde, reproduziu a doenga experimentalmente. Em 1916,
McFadyean, que ja havia proposto que a enfermidade se chamasse doenga de Johne,
denominou de jonina o produto equivalente a tuberculina e usada para o diagnostico da Ptb.
Em 1923, o agente foi chamado oficialmente de Mycobacterium paratuberculosis no Manual
de Bergey. Nas décadas seguintes, os estudos sobre a doenca foram intensificados e foi
evidenciada sua distribuicdo mundial, afetando inclusive animais silvestres (CHIODINI,
1993b; GOMES, 2002; MANNING; COLLINS, 2010). Na década de 80 ¢ inicio da década de
90, muitos pesquisadores sugeriram que Map fosse o agente etiologico da doenca de Crohn
(CHIODINT et al., 1984; McFADDEN et al., 1987, CHIODINI, 1989a; COCITO et al.,
1994).
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2.2 - Paratuberculose no Brasil

O primeiro registro de Ptb no pais foi feito pelo professor Octavio Dupont, em uma
nota no Jornal do comércio de 5 de novembro de 1915. Ele relatou a presenca da enfermidade
em animais importados, da raga flamenga, no Posto Zootécnico Federal de Pinheiros, no Rio
de Janeiro. O autor afirma que os resultados das investigagdes em andamento seriam
publicados posteriormente, no entanto isso jamais ocorreu (SANTOS; SILVA, 1956;
DACORSO FILHO et al., 1960). Em relatos pessoais, Dupont afirma ter confirmado o
diagnéstico clinico através de exames necroscopicos e bacterioldgicos, nos quais o isolamento
bacteriano foi realizado e publicado pelo professor Antonio Carini no jornal O Estado de Sao
Paulo. Porém, Dupont acreditava, na época, que a Ptb fosse comum no Brasil, assim como na
Europa, por isso ndo se preocupou em transformar sua nota em artigo cientifico (DACORSO
FILHO et al., 1960). Em 1956, ocorreu o primeiro relato detalhado da doenga em um touro da
raca holandes de seis anos de idade, no municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro e que havia
sido importado da Holanda com um ano e meio de idade (SANTOS; SILVA, 1956). Em 1960,
a enfermidade foi descrita em dois bovinos nacionais, da raca Jersey, no municipio de
Petrépolis, Rio de Janeiro e em um touro filho de vaca importada da Holanda, no municipio
de Bangu. Esses trés casos foram confirmados por histopatologia com verificagdo de BAAR
na coloragao de Ziehl-Neelsen (DACORSO FILHO et al., 1960). Subequentemente, casos de
Ptb foram registrados em um bovino nativo no Rio de Janeiro (SILVA; PIZELI, 1961), dois
bovinos em Santa Catarina: um nacional e outro importado da Holanda (PORTUGAL et al.,
1979). A doenca foi diagnosticada, também, em um touro Holandés nascido no Rio Grande
do Sul e mantido em uma central de inseminagdo (RAMOS ef al., 1986) e uma vaca nascida
nos Estados Unidos, importada para o Parand e transportada para Minas Gerais
(NAKAJIMA et al., 1991). Em 1994, a enfermidade foi reproduzida experimentalmente em
caprinos no Brasil através da inoculacdo de fragmentos de intestino de um bovino afetado

com Ptb (POESTER; RAMOS 1994).

Um surto de Ptb relatado no Rio Grande do Sul por Driemeier et al. (1999) incluiu
lesdes histopatoldgicas compativeis com Ptb e crescimento de Map em cultivo bacterioldgico
de tecido de oito vacas holandesas importadas da Argentina, entre 3 ¢ 5 anos de idade. Dias et
al. (2002) isolaram Map de amostras de fezes de bovinos com suspeita de Ptb em um rebanho
da Paraiba. Cunha et al. (2003) relataram Ptb em um bovino da raca Blond d’Aquitaine com

quatro anos de idade, no Estado de Goids. No Rio de Janeiro, Ferreira et al. (2003)
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descreveram outro caso de Ptb em bovino ¢ Ristow et al. (2006) confirmaram através de
cultivo bacteriano Ptb em um rebanho bovino. Relatos adicionais de Ptb no Brasil incluiram
um rebanho afetado em Pernambuco (MOTA et al., 2007), trés bovinos na Paraiba

(OLIVEIRA et al., 2008; MOTA et al., 2009).

Oliveira et al. (2010) relataram pela primeira vez no Brasil, na Paraiba, casos naturais
de Ptb em caprino e ovino, confirmando a enfermidade através de exames histopatolégico e
imuno-histoquimicos. Mota et al. (2010) descreveram o unico relato de paratuberculose em
bufalos no Brasil, em Pernambuco. Dois animais foram necropsiados e apresentavam as
lesdes principalmente no intestino delgado com evidente espessamento da mucosa, aumento
de linfonodos mesentéricos, além de vasos linfaticos proeminentes e dilatados. Os casos
foram confirmados pelas lesdes histopatologicas e PCR. Levantamentos soroldgicos foram
realizados em Mato Grosso do Sul (FERREIRA; FONSECA; LILENBAUM, 2001), Para
(SILVA, 2005) e Goias (ACYPRESTE et al., 2005), evidenciando a presenga de bovinos
reagentes para Ptb nessas regides do pais. Portanto, atualmente, o Brasil possui dez estados

com relatos de Ptb como demonstrado na Figura 1.

Figura 1 - Mapa do Brasil, demonstrando em verde os Estados com relatos de
paratuberculose.
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2.3 - Etiologia

Mycobacetrium avium subespécie paratuberculosis, Familia Mycobacteriacea & o
agente etiolégico da Ptb ou doenga de Johne (THOREL, 1990). As micobactérias sdo
bastonetes pequenos (0,5 x 1,5 pum), gram-positivos, aerdbicos ndo esporulados e de
crescimento lento em meio de cultivo. Muitas das caracteristicas do agente estdo relacionadas
com sua parede celular que possui grande quantidade de lipidios (adcido micdlico que forma
uma camada cérea). Isso faz com que a bactéria seja resistente a condigdes, tais como
ressecamento e drogas antibacterianas. Além disso, essa peculiaridade da parede celular de
Map faz com que apos a coloracdo, a bactéria seja resistente ao efeito descorante do alcool-
acido, sendo assim descrita como fortemente alcool-acido-resistente, caracteristica
fundamental no reconhecimento dos patégenos desse grupo pelo método de Ziehl-Neelsen. Os
nutrientes também entram lentamente por essa camada, contribuindo para o crescimento lento
do agente em meio de cultivo (CHIODINI, 1993a; TORTORA, 2000; GOMES, 2002;
LILENBAUM; MARASSI; OELEMANN, 2007).

Muitas bactérias, assim como o Map, sao dependentes de ferro para sua sobrevivéncia
e viruléncia. A maioria das micobactérias produz micobactina, um complexo solavel de ferro
captado pelos receptores da membrana. No entanto, Map ndo produz micobactina o que o
torna incapaz de captar ferro fora do hospedeiro (CLARKE, 1997; GOMES, 2002). Map ¢ um
patogeno resistente a temperaturas elevadas. Varidveis quantidades de micro-organismos Map
contaminantes no leite e no colostro ndo sdo totalmente eliminados pelo processo de
pasteurizagdo (CHIODINI; HERMON-TAYLOR, 1993; MEYLAN et al., 1996; MILLAR et
al., 1996; GRANT et al., 1996; HOPE; TULK; CONDRON, 1996; STABEL 1996, GRANT;
BALL; ROWE, 1998; SUNG; COLLINS, 1998, KESWANI; FRANK, 1998). Map ja foi
isolado em amostras de leite bovino vendido comercialmente no Reino Unido (GRANT;
BALL; ROWE, 2002). Outra caracteristica importante do agente ¢ sua capacidade de
permanecer na pastagem por longos periodos, inclusive de permanecer viavel por mais de um

ano (LOVEL; LEVI; FRANCIS, 1944).
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2.4 - Epidemiologia

A Ptb ¢ de ocorréncia mundial e acomete principalmente ruminantes domésticos e
selvagens. A doenga ¢ mais frequente em animais criados de forma intensiva (RADOSTITS et

al., 2007).

2.4.1 - Morbidade e Mortalidade

A incidéncia da doenca de Johne em rebanhos que apresentam a enfermidade
geralmente ¢ baixa e raramente ultrapassa 5% dos animais adultos. A mortalidade anual
nesses rebanhos infectados ¢ menor que 1%, podendo chegar, em ocasides especiais, a 5%-
10%. Embora as perdas por mortalidade ndo sejam altas, as perdas econdomicas provocadas
pela diminuicdo da producdo sdao consideraveis, principalmente pelo fato de ser uma
enfermidade cronica e progressiva que afeta sobremaneira o desempenho e a produtividade
dos animais afetados. Em bovinos, estima-se que para cada animal afetado, ha cerca de 15 e
25 casos adicionais de animais portadores da infec¢do em diferentes estagios da enfermidade

(TURNQUIST et al., 1991; WHITLOCK; BUERGELT, 1996).

2.4.2 - Transmissao

A principal forma de transmissdo ¢ oro-fecal, na qual, animais infectados que
eliminam o agente, contaminam pastagens e agua, disseminando o patégeno para outros
animais (KREEGER, 1991; SWEENEY, 1996). Map também ¢ excretado no leite e colostro,
constituindo importante via de propagagdo da enfermidade dentro de um rebanho (CLARKE,
1997; NAUGLE, 2003). Map ja foi isolado de genitalia de vacas; portanto, a transmissao
intrauterina ndo pode ser descartada, embora lesdes caracteristicas de Ptb ndo tenham sido
relatadas em fetos (SEITZ et al., 1989; SWENNEY et al., 1992). Alguns autores afirmam a
ocorréncia da transmissao transplacentaria e atentam para que essa forma de transmissao seja
levada em consideracio nas medidas de controle em rebanhos acometidos (SCAAF;

BEERWERTH, 1960; WHITTINGTON; WINDSOR, 2007). Map ja foi encontrado também
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no aparelho reprodutivo masculino e no s€émen (ROHDE; SHULAW, 1990; KHOL et al.,
2010), mas a transmissd3o no momento da copula ou pelo sémen ainda ndo foi demonstrada
(CLARKE, 1997). A infec¢ao ocorre, em geral, nos primeiros meses de vida e afeta
clinicamente os animais a partir dos trés anos de idade. Ocasionalmente, animais mais jovens
sao acometidos com a doenga clinica (CLARKE, 1997; STABEL, 1998; HARRIS;
BARLETTA, 2001; RADOSTITS et al., 2007).

Apesar de cepas diferentes acometerem algumas espécies com mais frequéncia, a
transmissao entre espécies pode ocorrer (FEIZABADI et al., 1997; MUSKENS et al., 2002;
WHITTINGTON et al., 2001; RIDEOUT et al., 2003). Nao existe predisposi¢do por raca ou
sexo para Ptb, o que se verifica ¢ uma casuistica maior nas racas criadas com maior
frequéncia. O tipo de criagdo também favorece o aparecimento da doenga, pois animais que
sao mantidos em maior contato, como bovinos leiteiros, t€ém maior possibilidade de
transmissdo, o que resulta no aparecimento de mais casos. Como a enfermidade ocorre mais
em animais produtores de leite, consequentemente ha maior nimero de relatos em fémeas

(RIDEOUT et al., 2003; RADOSTITS et al., 2007).

2.5 - Patogenia

Apos a ingestdo de alimento contaminado, Map sofre endocitose pelas células M que
recobrem o tecido linfoide do jejuno e ileo, especialmente as placas de Peyer (MOMOTANI
et al., 1988). A funcao das células M ¢ transportar macromoléculas e antigenos da barreira
epitelial do limen intestinal para o tecido linfoide; no entanto, acabam, em certas ocasides,
tornando-se via de infec¢do para alguns patogenos (WOLF; BYE, 1984). O agente ¢
transferido da lamina propria da mucosa para os macrofagos, os quais, quando infectados e
durante a migracdo para os linfaticos intestinais, espalham o agente para os linfonodos
mesentéricos (MOMOTANI et al., 1988), formando, assim lesdes granulomatosas que podem
causar ma absor¢ao (STABEL, 1998). A localizacao das placas de Peyer, em maior propor¢ao
no ileo, pode explicar o motivo das lesdes intestinais se iniciarem nessa regido (MOMOTANI
et al., 1988).

Na fase terminal da enfermidade, os macréfagos infectados penetram na corrente
circulatoria, provocando disseminacdo de Map para outros 6rgdos como figado, rins, pulmaes,

ubere e trato reprodutor (SWEENEY; WHITLOCK; ROSENBERGER, 1992). Alguns
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animais que se contaminam com Map podem desenvolver resisténcia rapidamente,
controlando a infecgdo e ndo se tornando eliminadores do patégeno. Outros animais
controlam a infeccdo parcialmente, se tornando portadores assintomaticos que liberam o
patogeno, contribuindo para a disseminagao da enfermidade. Ha também os animais em que
Map persiste na mucosa intestinal e nos linfonodos, desenvolvendo a doenga (RADOSTITS et
al., 2007). A Ptb ¢ uma enfermidade que possui periodos de flutuagcdes da imunidade celular e
humoral o que, em associagdo com o longo periodo de incubagdo, dificulta a realizacao de
métodos diagnodsticos (CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984; CARRIGAN;
SEAMAN, 1990).

2.6 - Sinais Clinicos

Existem quatros estagios da doenga:

1°. Infeccdo silenciosa, na qual ndo existem sinais clinicos nem efeitos de perdas produtivas,
porém o animal pode eliminar o patégeno, sendo possivel a cultura de fezes e demonstracao

de Map em tecidos.

2°. Infecgdo subclinica, porém com perdas produtivas, como diminui¢do da producdo de leite,
diminui¢do da conversao alimentar, aparecimento de mastites, infertilidade, etc. Nesses
animais o diagndstico pode ser realizado pela cultura de fezes e presenca de anticorpos no
sangue, porém, nesse caso, esses exames sao de baixa sensibilidade, o que dificulta o controle,

pois os animais que ndo forem descartados poderdo evoluir para o terceiro estagio.

3°. Doenga clinica. Ocorre geralmente em animais com mais de dois anos. H4 perda de peso,
porém chama a aten¢do que o animal ndo perde o apetite nem a sede. Em bovinos e bubalinos,
concomitante a perda de peso ocorre diarreia que pode ser continua ou intermitente. As
perdas produtivas se acentuam com queda acentuada dos indices de produgdo. Temperatura
corporal, frequéncias cardiaca e respiratoria se mantém dentro dos limites normais. Pode
ocorrer também, melhora temporaria, principalmente quando os animais sdo retirados de

pastagens e submetidos a dieta seca. Observa-se que o animal ndo responde a tratamentos.

4°, Doenga clinica em estagio avangado, a qual os sinais clinicos se acentuam, levando o

animal a morte. A perda de peso ¢ muito evidente, tornando os animais caquéticos. Edema
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submandibular pode estar presente. A medida que a diarreia aumenta, o edema tende a

desaparecer e o animal pode apresentar desidratacdo e debilidade. (RADOSTITS et al., 2007).

2.7 - Achados de necropsia

Os achados de necropsia mais significativos sdo observados no intestino,
principalmente no ileo, onde pode haver espessamento de parede e enrugamento da mucosa,
conferindo-lhe aspecto de circunvolugdes cerebrais (BUERGELT et al., 1978; DRIEMEIER
et al., 1999). No intestino podem ser observados, ainda, edema, avermelhamento e
hemorragias petequiais. Os linfonodos mesentéricos podem estar aumentados e edemaciados
(RIET-CORREA; DRIEMEIER, 2007). Os vasos linfaticos podem estar evidentes e
proeminentes, devido a inflamacao, o que lhes confere aspecto varicoso que pode se estender
desde a serosa intestinal até o mesentério. Essa caracteristica macroscopica ¢ presuntiva do
diagnodstico da Ptb a necropsia (CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984,
CLARKE, 1997; DRIEMEIER et al., 1999; BROWN; BAKER; BARKER, 2007). Na base do
coragdo e nas grandes artérias, principalmente na aorta, podem ser observadas, em casos mais
avangados da enfermidade, placas esbranquigadas de mineralizagdo. Em alguns casos, essa
mineralizagdo ocorre na parede do rimen (DRIEMEIER e al., 1999; RIET-CORREA;
DRIEMEIER, 2007). Em casos de enfermidade terminal, no qual o animal estd caquético,
pode-se observar atrofia de musculatura e gordura, além de edema na regido submandibular e
presenca de fluidos nas cavidades toracica e abdominal (BUERGELT et al., 1978;
AGIRREGOMOSKORTA, 2007). Em animais que ndo estdo em estagios muito avancados da

enfermidade ndo se observam muitas alteragdes macroscopicas (CLARKE, 1997).

2.8 - Achados microscopicos

Os achados microscopicos mais especificos ocorrem nos linfonodos mesentéricos € no
intestino delgado, principalmente no ileo; no entanto, em casos de infec¢do mais avangada, as
lesdes se estendem desde o duodeno até o reto (BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997,
CHIODINI et al., 1984). Ha acentuada infiltragdo da mucosa e lamina prépria do intestino por

macrofagos, células epitelioides, células gigantes, linfocitos, plasmoécitos e, ocasionalmente,
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neutrofilos e eosindfilos. Além disso, pode haver proliferagdo de fibroblastos e fibras
colagenas (DRIEMEIER, et al., 1999; RIET-CORREA; DRIEMEIER, 2007), além de
inflamagao granulomatosa em torno e no interior de vasos sanguineos e linfaticos, que por
vezes, estdo dilatados. Da mesma maneira, os ganglios nervosos submucosos (plexos de
Meissner) podem estar preenchidos com infiltrado mononuclear. Tais infiltrados sdo, por
vezes, encontrados nos plexos mioentéricos de Auerbach nos feixes musculares lisos.
(BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; RIET-CORREA; DRIEMEIER, 2007). Lesdes
granulomatosas semelhantes s3o encontradas nos linfonodos mesentéricos (BUERGELT et
al., 1978; CLARKE, 1997). No figado, pode haver atrofia hepatocelular por caquexia e
microgranulomas multifocais. As lesdes vasculares incluem degeneracdo e calcificagdo, nas
tunicas intima e média das artérias (RIET-CORREA; DRIEMEIER, 2007). Através da
coloragdo de Ziehl-Neelsen, pode-se verificar numerosos BAAR dentro dos diferentes tipos
morfoldgicos de células macrofagicas (BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; GOMES,
2002).

2.9 - Diagnostico

Existem diversas técnicas diagndsticas para Ptb, podendo-se dividi-las em métodos
confirmatorios da enfermidade no animal morto e métodos de deteccdo de animais vivos
infectados (FERREIRA et al., 2005). As principais técnicas confirmatorias de Ptb no animal
morto incluem os achados macroscéopicos de necropsia, a histopatologia, a demonstragao de
BAAR pela técnica de Ziehl-Neelsen, a imuno-histoquimica, o cultivo bacteriologico e a PCR
(CHIODINI, 1989a; COCITO et al.,, 1994; CLARKE, 1997, AGIRREGOMOSKORTA,
2007). O diagnostico da doenga subclinica ¢ dificil, devido a baixa sensibilidade dos testes
desenvolvidos até agora. Os exames imunologicos e moleculares podem nao identificar todos
os animais infectados, gerando falso-negativos e, além disso, eles podem dar um numero
consideravel de resultados falso-positivos (COUSSENS, 2004). Isso ¢ especialmente verdade
na fase inicial da doenga, quando imunoglobulinas especificas sao produzidas em quantidades
indetectaveis (SHIN ez al., 2004, LILENBAUM; MARASSI; OELEMANN, 2007). Dos
métodos soroldgicos, ELISA e imunodifusdo em gel de agarose (AGID) sdo considerados os

testes mais sensiveis na detec¢ao de animais infectados (COLLINS, 1996; STABEL, 1998).
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2.10 - Diagnosticos diferenciais

Ptb deve ser diferenciada de enfermidades que cursam com diarreia cronica em
animais adultos, tais com salmonelose, coccidiose e helmintose gastrintestinal, as quais sao
doengas de curso geralmente agudo, o que as diferencia da Ptb que apresenta quadro cronico e
além disso, essas doencgas geralmente acometem animais jovens (RADOSTITS et al., 2007).
Ptb também deve ser diferenciada de deficiéncia secundaria de cobre que também cursa com
diarreia cronica (MAZZOCCO et al., 2009), além de outras doencas debilitantes como ma
nutricdo, reticuloperitonite cronica, abscesso hepatico, pielonefrite, linfossarcoma e
amiloidose (RADOSTITS et al., 2007). Outras afec¢des que devem ser consideradas como
diagnostico diferencial sdao tuberculose (GELBERG, 2007), intoxicacdo por Senecio sp
(CORREA et al., 2008), intoxicagdo por flior (RIET-CORREA et al., 1983), disenteria de
inverno (PAVARINI et al., 2008), diarreia viral bovina (BVD) (BROWN; BAKER;
BARKER, 2007), parasitoses gastrointestinais (RADOSTITS et al., 2007).

2.11 - Tratamento

Nao existem antimicrobianos que apresentem resultados eficientes para tratamento de
Ptb e, em muitos paises, sua utilizacdo em animais afetados pela doenca ¢ proibida. Os
medicamentos antibacterianos existentes diminuem os sinais clinicos e a excre¢do de Map nas
fezes, mas ndo sdao capazes de eliminar completamente a infeccdo (JOHNSON-
IFEARULUNDU; KANEENE, 1997b; FERREIRA et al., 2005). Além disso, o tratamento ¢
considerado antiecondmico, pois tem custo elevado devido ao longo periodo que deve ser
empregado, o que na maioria dos casos, superaria o proprio custo do animal (LARASEN et

al., 1950).

2.12 - Controle e prevencao

Controlar paratuberculose ¢ muito dificil devido ao longo periodo de incubagdo e a
complicada identificagdo dos animais infectados subclinicamente, (RIET-CORREA;

DRIEMEIER, 2007). Tendo em vista que os animais se contaminam principalmente nas
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primeiras semanas de vida, cuidados higiénicos devem ser mantidos para evitar que ingiram
alimentos e fezes contaminados. A separacdo de bezerros de suas maes, logo apos o
nascimento, criando-os individualmente nos primeiros meses de vida ¢ preconizada para que
se controle o alimento ingerido e se evite contato com animais adultos. Outra medida
recomendada ¢ utilizagdo de colostro ou leite de animais livres (testados negativos) na criacao
dos bezerros (CHIODINI et al., 1984; JOHNSON-IFEARULUNDU; KANEENE, 1997a).
Testar todos os animais antes das aquisi¢des pode evitar a compra de portadores de Map
(CHIODINTI et al., 1984; STABEL, 1998). Em alguns paises ¢ praticada a vacinacao com
bons resultados e ¢ amplamente recomendada em propriedades com prevaléncia elevada de
Ptb (KORMENDY, 1994; HARRIS; BARLETA, 2001), porém sua grande desvantagem ¢ a
interferéncia nos resultados de testes imunolégicos, inviabilizando tanto a deteccao de
animais infectados por Map (fontes de infec¢dao) quanto por tuberculose bovina (MUSKENS
et al., 2002). A interferéncia na resposta imune gerada pela vacinagdo inviabiliza sua
utilizagdo em paises que possuem planos de erradicagdo de tuberculose como o Brasil
(LILENBAUM, 2000). O controle da enfermidade se baseia primariamente em medidas de
manejo do rebanho preventivas associadas a deteccdo regular de animais infectados com
imediato descarte. Dessa forma, um programa que inclua testes periddicos dos animais,
visando identificar os soropositivos e evitar seu contato com bezerros € o uso de seu colostro
¢ a forma mais importante de controle da enfermidade (STABEL, 1998; RADOSTITS et al.,
2007).

2.13 - Potencial zoonotico

A doenga de Crohn (DC) ¢ uma ileite granulomatosa cronica, e a participagdo de Map
na sua etiologia ¢ contraditéria (CHIODINI; ROSSITER, 1996). Os principais sinais clinicos
da enfermidade sdo diarreia e emagrecimento, semelhantes a Ptb (CHIODINI, 1989b). A
andlise histopatologica de material de biopsia frequentemente mostra granulomas difusos e
alteragdes nos linfonodos semelhantes aos da Ptb bovina (SCHMITZ-MOORMANN et al.,
1984). BAAR sao encontrados, por vezes, em granulomas de pacientes de doenca de Crohn e
métodos imuno-histoquimicos apresentaram resultado positivo em algumas amostras
(KOBAYASHI; BLASER; BROWN, 1989). Em cultivos de biopsias intestinais, t€ém sido
isoladas colonias de Map (CHIODINI, ROSSITER, 1996). Utilizacao de quimioterapicos para

a doenca de Crohn ndo tém demonstrado grandes resultados. Antimetabolitos (dapsona,
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etambutol, isoniazida e sulfassalazina) e antibidticos (rifampicina, estreptomicina e
viomicina) tém se mostrado praticamente ineficazes. Alguma melhora foi obtida somente
quando os quimioterapicos foram administrados em combina¢ao com certos medicamentos
anti-inflamatdrios esteroides (cortisona prednisolona, e metotrexato). A remocgao ciraurgica da
por¢do afetada ¢ preconizada (CHIODINI, 1989a). Alguns autores consideram a DC como
uma zoonoze (CHIODINI et al., 1984; CHIODINI, ROSSITER, 1996); portanto, alimentos
como leite e carne de bovinos podem ser fontes de infec¢ao (SWEENEY, 1996; STABEL,
1997; COLLINS 1997; GRANT; BALL; ROWE, 1998; RESWANI; FRANK, 1998). E
necessario um estudo epidemiologico amplo para desvendar a real causa da doenga de Crohn
e determinar se Map tem significado etioldogico primario ou se ¢ apenas um invasor

secundario (CLARKE, 1997).
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3. MATERIAIS E METODOS

Dados epidemioldgicos e sinais clinicos da enfermidade foram obtidos com o
proprietario e através de visitas na propriedade. Foram realizadas necropsias de seis bufalos
eutanasiados devido ao avancado estdgio da doenga. A eutandsia foi realizada conforme o
prescrito pelas normas de bem estar animal (Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal,
COBEA, lei no. 6.638, de maio de 1979). Amostras de tecidos foram coletadas durante a
necropsia dos animais, fixadas em solucdo de formalina a 10% tamponada por 24-48 horas,
desidratadas em concentragdes crescentes de alcool etilico, diafanizadas em xilol e incluidas
em parafina. Cortes de Sum foram corados pela hematoxilina e eosina (HE) (PROPHET et
al., 1992). Nos trés ultimos bufalos necropsiados foi realizada coleta segmentada de todas as
por¢des do intestino, compreendendo duodeno, jejuno, ileo, valvula ileocecal, ceco, colon
ascendente, colon descendente e reto. Raspados de fezes fixadas em metanol e fragmentos de
intestino, figado, linfonodos mesentéricos e hepaticos e pele foram submetidas a coloracio de
Ziehl-Neelsen. Os cortes foram desparafinados em xilol e reidratados em graduagdes
decrescentes de alcool até a agua destilada. Em seguida, as laminas foram cobertas pelo
corante fucsina fenicada e colocadas na estufa a 45 °C por 20 minutos. Apos, foram lavadas
em agua destilada e foi realizada a descoloracdo com solugdo de alcool-acido por 5 segundos.
As laminas foram passadas novamente em agua destilada e se procedeu o contraste com azul
de metileno por 30 segundos. Subsequentemente, os cortes foram desidratados, passados no
xilol e observados em microscopia optica (PROPHET et al., 1992; ZIMMER et al., 1999;
COELHO et al., 2008).

Fragmentos de intestino, figado e linfonodos mesentéricos e hepaticos mantidos em
blocos de parafina de todos os bubalinos foram cortados a Sum de espessura em lamina
positivada (ImmunoSlide-EasyPath®) para realizacio de imuno-histoquimica. Os cortes foram
desparafinizados em xilol e reidratados em graduagdes decrescentes de alcool até agua
destilada. O bloqueio da peroxidase endogena foi feito pela incubagdo das laminas em solug¢ao
de perdxido de hidrogénio a 3% em agua destilada, por 15 minutos em temperatura ambiente.
A recuperacao antigénica foi realizada com protease XIV (Sigma Chemical Company, Poole,
United Kingd0m®), durante 15 minutos. Para a diminuicdo das ligacdes inespecificas
(“background”), as laminas foram tratadas com leite desnatado (Molico, Aracatuba, Sao

Paulo, Brasil®) 5% em agua destilada, durante 15 minutos. Os cortes foram incubados com o
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anticorpo primario policlonal anti-mycobacterium tuberculosis (Genetex, GTX20905") na
dilui¢do de 1:200 em PBS, durante uma hora a 37°C. Em seguida, foi utilizado anticorpo
secundario biotinilado por 20 minutos e depois tratados com o conjugado
estreptavidinaperoxidase (Estreptavidina-peroxidase LSAB, Dako, Carpinteria, California,
United States of America®) por mais 20 minutos. Como cromdgeno, utilizou-se 3,3 -
diaminobenzidina (DAB) (diaminobenzidina, Dako, Carpinteria, California, United States of
America®). Controles positivos foram utilizados simultaneamente no procedimento (BRESS
et al., 2000; EYZAGUIRRE; HAQUE, 2008). Para isolamento bacteriano em meio de cultivo
especifico de Herrold enriquecido com micobactina (STABEL, 1997), foram encaminhadas
ao Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da UFRGS (LABACVET-UFRGS) amostras de
ileo, linfonodos mesentéricos e fezes. A identificagdo do micro-organismo foi realizada de

acordo com os critérios descritos por Collins (1996).

Para caracterizagao molecular da espécie de Map, as colonias isoladas dos tecidos dos
quatro primeiros bufalos necropsiados foram submetidas a técnica de PCR 1S900. Amostras
das coldnias foram colocadas em “eppendorf” de 2ml e diluidas em 50uL de dgua destilada
estéril. Apods, foram postas em banho maria a 100°C, por 20 minutos e encaminhadas ao
Laboratorio de Genética da Universidade Federal do Rio Grande do Sul para realizagao da
P.C.R. Utilizou-se o seguinte protocolo: tampao de PCR 1x; 10pmol de cada primer do IS900
de MAP P90 (5-GAAGGGTGTTCGGGGCCGTCGCTTAGG) e P91 (5-
GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC); 0,4mM de cada dNTP; 1,5mM de MgCl2;
1UI de taq polimerase. A amplificagdo foi realizada em tubos de 500ul em termociclador com
96 lugares sob as seguintes condigdes: desnaturagao inicial de 94°C por 2 minutos, 37 ciclos
compostos dos passos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 62°C por 15
segundos, extensdao a 72°C por 2 minuto e extensdo final de 5 minutos. Os produtos de
aproximadamente 400pb, foram analisados e avaliados pela eletroforese a 100V em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etideo (WHITTINGTON et al., 1998; SHIN et al.,
2004). Foram utilizadas como controle positivo e negativo, cepas de referéncia de Map e de
Mycobacterium bovis, respectivamente, do LABACVET-UFRGS.

Para realizagdo de sorologia foram coletadas amostras de sangue dos animais com
mais de dois anos da propriedade, totalizando 142 bufalos, incluindo os seis necropsiados. Os
animais foram contidos no brete, onde amostras de sangue foram coletadas da veia jugular em
tubos (vacutiiner”) sem anticoagulantes. Em seguida, o material foi centrifugado e o soro

acondicionado em tubos “eppendorf”, congelado a -20°C e encaminhadas ao LABACVET-
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UFRGS. As placas de ELISA (Immmunulon 2HB™ utilizadas foram sensibilizadas com o
antigeno protoplasmatico PPA-3 liofilizado extraido de Mycobacterium sp (Allied Monitor®™).
Foram adicionados 50uL antigeno (10mg/ml) diluidos em 10mL de tampao carbonato 0,05M,
pH 9,6 e incubadas a 6°C, por no minimo 6 horas. Em seguida foram lavadas com solucao
salina “tween” por trés vezes. A quantia de 200pL de cada amostra de soro descongelada foi
adsorvida com 200uL de M. phlei 5Smg/mL (Allied Monitor™) e permaneceram por 8 horas
sob refrigeracdo. ApoOs serem centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos e 40ul do
sobrenadante foram diluidos em 2mL de PBS/tween80/gelatina (PBST80G), resultando numa
dilui¢do final de 1:100. Foram colocados 100uL de soro adsorvido diluido a cada poco da
placa sensibilizada, em triplicata e as placas foram incubadas por 1 hora a 6°C.
Adicionalmente, foram utilizadas amostras como controle positivo e negativo (Allied
Monitor®). Em seguida, foram lavadas por trés vezes com PBST80G a 6°C e secadas.
Adicionou-se, entio, 100uL de conjugado anti-IgG bovino (Sigma®) com peroxidase
produzido em coelho, diluido a 1:20000 em cada pogo da placa, incubando-as durante 1 hora
sob refrigeracdo. Apos esse tempo, as placas foram lavadas com PBST80G, por trés vezes e
100uL de solugao tampao citrato pH 4 contendo 15ulL de substrato ABTS ([2,2]azinobis[3-
ethyl]benzthiazolin sulfonic acid) e 35uL. H202 foram adicionados a cada pogo e incubadas a
20°C, por cerca de 10 minutos. Finalmente, realizou-se a leitura em espectofotdmetro,
utilizando-se leitor de ELISA (Labsystems Multiskan MCC/340%) com filtro 405 nm. Os
valores foram considerados quando a densidade Optica do controle positivo atingiu 0,220 +
10% e o controle negativo, 0,060. A amostra foi considerada positiva quando a média das trés
densidades opticas (DO) da amostra testada, dividida pela média dos trés valores do controle
negativo (indice ELISA) foi igual ou superior a 2,1. O resultado foi considerado suspeito,

quando se obteve indice ELISA entre 1,5 a 2,0 e negativo, quando o valor foi menor que 1,5.
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4. RESULTADOS

4.1 Epidemiologia

A propriedade rural cujo rebanho foi estudado era destinada a producdo de leite e
carne de bufalos (Bubalus bubalis) da raca Mediterraneo e Murrah e localizada no municipio
de Guaiba, Rio Grande do Sul. O rebanho foi estabelecido em 1994 e, desde 2004 havia
registros de bufalos com emagrecimento, diarreia, diminui¢do de producdo e morte. Os
animais necropsiados apresentaram variagao de idade, sexo e evolugao clinica conforme a

Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicao de idade, raca, sexo e evolugdo do quadro clinico dos seis bufalos
necropsiados da raga mediterraneo com paratuberculose.

Idade Sexo Evolucao do quadro clinico*
Bubalino1 4,5 anos Macho 8 meses
Bubalino 2 4 anos Fémea 5 meses
Bubalino3 3,5 anos Fémea 4 meses
Bubalino 4 4 anos Fémea 7 meses
Bubalino5 3,5 anos Fémea 4 meses
Bubalino 6 3,5 anos Fémea 6 meses

* O inicio do quadro foi determinado a partir do momento que iniciou a diarreia.

Os bufalos de leite eram ordenhados uma vez ao dia no periodo da manha. Apos a
ordenha eram mantidos em pastagens compostas de campo nativo e, por vezes, Brachiaria
spp. junto com os terneiros. Foi observado que as bufalas amamentavam diversos bezerros ao

mesmo tempo (Figura 2).

Os sinais clinicos dos bubalinos necropsiados iniciavam com perdas produtivas
discretas, avancando para perda de peso até¢ a caquexia. A diarreia era inicialmente semi-

liquida (Figura 3) e evoluia para liquida (Figura 4), profusa e fétida. Os animais mantinham
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apetite mesmo debilitados. Os bufalos 1, 2, 3, 4 e 5 apresentaram fraqueza muscular e

impossibilidade de se levantar e manter-se em estacao (Figura 5).

T Z At

Figura 2 - Paratuberculose. Fémea apo6s ordenha receptiva a amamentagao
de diversos bezerros.




Figura 3 - Paratuberculose. Bubalino 1. Péssimo estado corporal, decubito
lateral permanente e evidéncia de diarreia esverdeada semi liquida.

S
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Figura 4 - Paratuberculose. Bubalino 3.Péssimo estado corporal, decubito
esternal permanente e evidéncia de diarreia esverdeada liquida.
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Figura 5 - Paratuberculose. Bubalino 4. Animal com fraqueza muscular e
dificuldade em levantar-se.

4.2 Patologia macroscopica

Seis bubalinos foram necropsiados e os achados foram similares e caracterizados por
mucosas conjuntivais e orais palidas, caquexia, atrofia serosa da gordura epicérdica, vasos
linfaticos mesentéricos evidentes (Figura 6), por vezes tortuosos esbranquicados, sob a serosa
das alcas intestinais. Os linfonodos mesentéricos estavam moderadamente aumentados, com
areas escuras entremeadas com focos multinodulares brancacentos, principalmente na regido
cortical (Figura 7). A mucosa intestinal estava espessada e enrugada, cerebriforme tanto no
intestino delgado (Figura 8), quanto no grosso (Figura 9); havia contetido intestinal liquido ou
semi-liquido de coloragdo esverdeada e a valvula ileocecal estava edemaciada e espessada
(Figura 10). Além dos achados descritos acima, na necropsia do bufalo 4 foram observadas
placas irregulares, esbranquicadas, opacas, rugosas e firmes no atrio esquerdo (Figura 11), no
tronco aortico, logo acima da valva semilunar e sobre a valva atrio ventricular esquerda.
Alteragao similar foi visualizada na serosa do rimen dos bufalos 4 ¢ 5. O bufalo 5 apresentava

edema submandibular moderado.



Figura 6 - Paratuberculose. Bufalo 4. Jejuno. Vasos linfaticos evidentes,
tortuosos e levemente esbranquicados.
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Figura 7 - Paratuberculose. Bufalo 2. Linfonodo mesentérico com regiao
medular escura e focos multinodulares brancacentos em regido cortical.

33



Figura 8 - Paratuberculose. Bufalo 6 Jejuno. Mucosa espessada com
aspecto cerebroide

Figura 9 - Paratuberculose. Bufalo 6 Ceco. Mucosa espessada e
cerebriforme.
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Figura 10 - Paratuberculose. Bifalo 5. Valvula ileocecal aumentada e

edemaciada.

Figura 11 - Paratuberculose. Bufalo 4. Coracdo. Placas irregulares,
esbranquicadas de mineralizagdo, opacas, rugosas e firmes no endocardio
do atrio esquerdo.
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4.3 Patologia microscopica

As alteracdes histologicas observadas eram semelhantes em todos os bufalos
necropsiados e foram obsrevadas principalmente nos intestinos e linfonodos mesentéricos.
Nos intestinos, havia infiltrado inflamatério composto principalmente por macréfagos
epitelioides e, em menor escala, linfocitos, plasmocitos e células gigantes tipo Langhans na
lamina propria da mucosa e na submucosa em menor intensidade. Na mucosa, os macrofagos
epitelioides se encontravam principalmente em grupos predominantemente na porcao apical e
mediais da vilosidade e por vezes, dispersos. Atrofia e fusdo de vilosidades no intestino
delgado de forma acentuada e multifocal também foi observada (Figuras 12, 13 e 14). Outros
achados observados na mucosa incluiram dilatacdo de vasos lacteiais, dilatacao e necrose de
epitélio de criptas, preenchidas com debris necrdticos e muco. Algumas criptas estavam
distorcidas e alongadas e com hiperplasia epitelial. Os foliculos linfoides das placas de Peyer,
valvula ileocecal e intestino grosso apresentavam infiltragao inflamatéria de macrofagos e
células gigantes (Figura 14). Na submucosa e na serosa, observou-se perivasculite,
linfangiectasia, perilinfangite e linfangite granulomatosa e ocasionais vasos linfaticos com
macrofagos epitelioides e células gigantes de Langhans ocluindo o limen de vasos
(endolinfangite) (Figura 15). Proliferagao fibroblastica multifocal e leve, perineurite dos
plexos de Meissner também foram observados. Na camada muscular, havia leve infiltrado
mononuclear multifocal por vezes associados a fibrose. A distribuicdo e intensidade das

lesdes intestinais nos bufalos 4, 5 e 6 estdo representadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Intensidade das lesdes em diferentes segmentos intestinais dos bufalos 4, 5 ¢ 6
acometidos pela paratuberculose.

Duodeno  Jejuno fleo VIC Ceco Colon Reto
Bufalo 4 + +++ +++ +++ ++ +++ +
Bufalo 5 + ++ Ao +++ + ++ +
Bufalo 6 + +++ +++ +++ + + +

+: leve; ++: moderado; +++: acentuado

VIC: Valvula ileo-cecal



Figura 12 - Paratuberculose. Bufalo 2. Jejuno.
Atrofia e fusdo de vilosidades com intenso infiltrado
de macrofagos epitelioides e ocasionais células
gigantes na mucosa. Perilinfangite granulomatosa na
submucosa. Hematoxilina e eosina. Obj. 10.
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Figura 13 - Paratuberculose. Bufalo 5. Valvula ileocecal. Intenso infiltrado
de macréfagos epitelioides e ocasionais células gigantes na mucosa com
atrofia de vilosidades. Hematoxilina e eosina. Obj. 10.

Figura 14 - Paratuberculose. Bufalo 5. Ceco. Infiltrado moderado de
macrofagos epitelioides e células gigantes tipo Langhans na mucosa.
Hematoxilina e eosina. Obj. 20
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Figura 15 - Paratuberculose. Bufalo 6. Valvula ileocecal. Intenso infiltrado
de células gigantes tipo Langhans em tecido linfoide. Hematoxilina e
eosina. Obj. 20.

Figura 16 - Paratuberculose. Bufalo 5. fleo. Linfangiectasia, perilinfangite
e endolinfangite granulomatosa em vasos linfaticos da sub mucosa .
Hematoxilina e eosina. Obj. 20.
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Nos linfonodos mesentéricos, havia infiltrado de macrofagos epitelioides e células
gigantes tipo Langhans multifocal nos seios subcapsulares e na regido medular (Figura 17)
Ocasionais vasos linfaticos subcapsulares apresentavam perilinfangite e endolinfangite
granulomatosa (Figura 18).

No figado e linfonodo hepatitico dos bufalos 4, 5 e 6 foi observado infiltrado
linfocitario multifocal com ocasionais células gigantes.

Nos bufalos 4 e 5 foram visualizadas mineraliza¢ao difusa da serosa do ramen (Figura

19). No bufalo 4 essa mineralizagdo também boi observada no atrio esquerdo e tronco aortico.

| , e Ane: 5 Aty

Figura 17 - Paratuberculose. Bufalo 5. Linfonodo mesentérico. Infiltrado
difuso acentuado de macrofagos epitelioides e células gigantes tipo
Langhans. Hematoxilina e eosina. Obj. 10.




Figura 18 - Paratuberculose. Bufalo 4. Linfonodo mesentérico.
Perilinfangite mononuclear, linfangiectasia e endolinfangite granulomatosa
em um vaso linfatico da capsula. Hematoxilina e eosina. Obj. 20.

Figura 19 - Paratuberculose. Bufalo 4 Rumen. Mineraliza¢do difusa na

serosa. Hematoxilina e eosina. Obj. 4.
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4.4 Ziehl-Neelsen e Imuno-histoquimica

Os cortes dos fragmentos de intestino e linfonodos mesentéricos apresentaram
coloragao de BAAR pela técnica de Ziehl-Neelsen (Figuras 20 e 21) e marcagdo positiva na
imuno-histoquimica (Figuras 22 a 25) no interior de macrofagos epitelioides e células
gigantes. A intensidade de colora¢do e marcacdo nas técnicas de Ziehl-Neelsen e imuno-
histoquimica em diferentes segmentos intestinais dos bufalos 4, 5 e 6 apresentaram resultados
semelhantes (Tabela 4). Em fragmentos de pele, figado, linfonodos hepatico e submandibular
ndo foram visualizados BAAR na coloracdo de Ziehl-Neelsen, tampouco marcacdo positiva

na imuno-histoquimica.

Tabela 3 - Intensidade de coloracdo de BAAR pela técnica de Ziehl-Neelsen e marcagao
positiva na imuno-histoquimica (IHQ) em diferentes fragmentos intestinais e linfonodos
mesentéricos dos bufalos 4, 5 e 6 acometidos por paratuberculose.

Duodeno Jejuno ileo VIC Ceco Célon Reto Linfonodo

mesentérico
Ziehl-Neelsen 0 ++ +++ +++ ++ ++ + 4+
THQ 0 ++ +++ +++ ++ ++ + +++

VIC = valvula ileocecal; IHQ = imuno-histoquimica; + = leve; ++ = moderado; +++ = acentuado



Flgura 20 - Paraberculose Bufalo 5 Colon Demonstragao dos BAA no
interior de macrofagos epitelioides. Ziehl-Neelsen. Obj.40.

Flgura 21 Paratuberculose. Bufalo 5. Llnfonodo mesenterlco Infiltrado
de células gigantes com BAAR no seu interior. Ziehl-Neelsen. Obj.40.
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Figura 22 - Figura 3012. Paratuberculose. Bufalo 2. Jejuno. Imuno-
histoquimica  com  anticorpo  anti-Mycobacterium  tuberculosis
demonstrando antigenos predominantemente na por¢do apical das
vilosidades. Estreptavidina-biotina, cromogeno DAB. Ob;. 4.

Figura 23 - Paratuberculose. Bufalo 6. Coélon. Imuno-histoquimica
com anticorpo anti-Mycobacterium tuberculosis demonstrando a
distribuicdo dos antigenos na mucosa e em tecido linfoide da
submucosa. Estreptavidina-biotina, cromogeno DAB. Ob;. 4.

44



45

Flgura 24 — Paratuberculose Bufalo 6. Valvula ileocecal. Imuno-
histoquimica com anticorpo anti-Mycobacterium tuberculosis
demonstrando antigeno no interior de macrdofagos epitelioides e

células gigantes na mucosa. Estreptavidina-biotina, crom6geno DAB.
Ob;j. 40.

Figura 25 — Paratuberculose. Bufalo 5 Ceco Imuno histoquimica
com anticorpo anti-Mycobacterium tuberculosis demonstrando
antigenos na por¢do apical da mucosa. Estreptavidina-biotina,
cromogeno DAB. Ob;. 20.
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Figura 26 - Paratuberculose. Bufalo 5. Linfonodo mesentérico.
Imuno-histoquimica com anticorpo anti-Mycobacterium
tuberculosis demonstrando antigenos no interior de células gigantes
na regido cortical. Estreptavidina-biotina, cromégeno DAB. Ob;.
40.

4.5 Isolamento Bacteriano

Os fragmentos de o6rgaos encaminhados ao LABACVET-UFRGS para isolamento bacteriano
em meio Herrol com micobactina apresentaram crescimento de colonias compativeis com
Map, tais como crescimento lento (periodo superior a seis semanas), coloracao alcool-acido

resistente e dependéncia a micobactina.

4.6 PCR

As coldnias bacterianas isoladas dos bubalinos 1, 2, 3 e 4 submetidas ao exame PCR
tiveram as bandas com resultado positivo para Map com amplificacio de fragmentos de
aproximadamente 110pb. A identidade do fragmento foi confirmada pela comparacdo com

outras sequéncias de M. avium subsp. paratuberculosis do LABACVET-UFRGS.

4.7 ELISA
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O resultado da analise soroldgica de 136 bufalos para identificacdo de soropositivos na
propriedade estd representada na Tabela 5. Adicionalmente os seis bubalinos necropsiados

também apresentaram resultado positivo no teste de ELISA.

Tabela 4 - Resultados do teste de ELISA nos animais do rebanho.

Amostras Prevaléncia
Resultado positivo 21 15,45%
Resultados inconclusivos 38 27,95%
Resultados negativos 77 56,60%
Total de exames 136 100%

5. DISCUSSAO

Neste estudo fica caracterizada e confirmada a ocorréncia natural da paratuberculose
em rebanho bubalino no municipio de Guaiba no Rio Grande do Sul, Brasil. O diagnostico da
enfermidade baseou-se nos dados epidemioldgicos, sinais clinicos, achados patologicos,
demonstracdo do agente nos focos de lesdo pela coloracdo de Ziehl-Neelsen e imuno-
histoquimica, isolamento do micro-organismo Map em meio de cultivo especifico, além de
identificacao através de PCR. Os sinais clinicos e alteragdes patologicas observados nesses
casos sdao semelhantes aos descritos anteriormente na infec¢do por Mycobacterium avium
subespécie paratuberculosis em bubalinos (SIVAKUMAR et al., 2006; MOTA et al., 2010) e
bovinos (BUERGELT et al., 1978; CHIODINI et al., 1984; DRIEMEIER et al., 1999;
YAMASAKI et al., 2010). A paratuberculose tem distribuicdo mundial e afeta ruminantes
domésticos e selvagens (MANNING; COLLINS, 2001; CVENTNIC et al., 2002). A doenga
foi diagnosticada em bovinos, bisdes, camelideos e cervideos (BUERGELT et al., 1978,
KRAMSKY et al., 2002). No caso da Ptb em bufalos, os registros incluem Italia (LILLINI et
al., 1999) e India (SIVAKUMAR et al., 2006). No Brasil, apesar da bubalinocultura ter
destaque econdmico em determinadas regides do pais, a enfermidade possui somente um
relato recente Pernambuco (MOTA et al., 2010). No presente estudo na propriedade havia
bubalinos que apresentavam perda de peso e diarreia desde 2004. Os animais afetados eram
separados e descartados pelo proprietario, porém devido ao grande aumento no nimero de
bubalinos acometidos, o produtor solicitou ao Setor de Patologia Veterinaria da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul (SPV-UFRGS), diagnostico da condigdo. Apesar de bufalos
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serem considerados mais resistentes a paratuberculose que outras espécies (SIVAKUMAR e¢
al., 2006), esse aumento no nimero de casos ocorreu, provavelmente, devido ao tipo de
exploragdo realizada na propriedade que, além de produzir carne e leite, mantinha o rebanho
em constante contato, inclusive com alimentacdo em canzis, facilitando a propagagdo da
enfermidade. Outro fator fundamental na propagacdo da paratuberculose nesse rebanho foi
associado ao fato de os bezerros serem criados em contato € mamando nas maes. Isso ¢
devido a caracteristica dos bubalinos que necessitam desse estimulo para manter a produgao
de leite. Além disso, como agravante, as bufalas sdo receptivas a amamentagao de bezerros de
outras bufalas. Sabe-se que a infec¢do ocorre principalmente nos primeiros dias de vida
(LARSEN; MERKAL; CUTLIP, 1975; STABEL, 1998) e, portanto, nesse caso, a

disseminagdo da paratuberculose no rebanho foi rapida.

As necropsias dos bubalinos com sinais clinicas revelaram lesdes semelhantes. O
espessamento da mucosa intestinal, especialmente do intestino delgado se deve ao infiltrado
inflamatério predominantemente mononuclear, que confere um aspecto cerebriforme da
mucosa intestinal, o qual ndo desaparecia quando o intestino era distendido. J a evidenciagdo
dos vasos linfaticos ¢ causada pela linfangite e linfangiectasia, verificadas histologicamente.
Esses dois achados sdo caracteristicos de paratuberculose (CHIODINI; VAN KRUININGEN;
MERKAL, 1984; CLARKE, 1997; DRIEMEIER et al., 1999). Em um dos bubalinos
necropsiados, verificou-se calcificagdo na base da aorta e na parede do rimen atribuida por
alguns autores a uma alteragdo do metabolismo de calcio causada por macrofagos ativados em
doencas granulomatosas, como as causadas por organismos Mycobacterium (ALIBASOGLU;
DUNNE; GUSS, 1962; BUERGELT et al., 1978; SHARMA, 2000). A mineralizacdo de
alguns vasos também ¢ observada em animais de idade avangada e em animais com doencas
caquetizantes, podendo ser considerada achado de necropsia (KITT, 1927; ROBINSON;
MAXIE, 1993; DRIEMEIER et al., 1999).

Outros achados verificados foram caquexia, atrofia serosa e edema submandibular que
podem ser relacionados a ma absor¢do intestinal e a diarreia cronica. (BUERGELT et al.,
1978; CLARKE, 1997; DRIEMEIER et al. 1999). A intensidade dessas lesdes variou entre os
animais e pode estar relacionada ao estagio da infeccdo, as condigdes imunoldgicas de cada
animal, a susceptibilidade individual e a cepa de Map (MENENDEZ, 1990). Lesdes em
outros 0rgaos sao raramente encontradas, sugerindo que mecanismos imunes e patogénicos no

intestino sdo significativamente diferentes dos demais locais (CLARKE, 1997).
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As lesdes histologicas revelaram um quadro de enterite e foram mais evidentes na
porcdo final do intestino delgado; no entanto, se distribuiram ao longo de todo intestino, fato
que condiz com o estagio avangado da enfermidade (DRIEMEIER et al., 1999).
Histopatologicamente, a paratuberculose se compara a lepra, na qual foram estabelecidos
cinco tipos imunopatoldgicos principais correlacionados as lesdes com a resposta imune
tuberculoide, tuberculoide intermedidrio, intermediario, lepromatoso intermediario e
lepromatoso (RIDLEY, 1974). Nas formas tuberculoides, ha forte resisténcia a infecgdo
detectavel por testes de imunidade celular e baixa quantidade de bacilos, enquanto nas formas
lepromatosas ocorre o oposto. Acredita-se em uma evolugdo de uma resposta tuberculoide no
inicio da infec¢do até uma resposta lepromatosa. Na paratuberculose, tém sido diferenciadas
as formas focais, multifocais e difusas de lesdes, sendo divididas em multibacilares,
linfociticas e intermedidrias com relagdo ao aspecto histopatologico (STAMP et al., 1954;
BUERGELT et al., 1978; PALIWAL et al., 1985; PEREZ, 1992, PEREZ et al., 1997, PEREZ
et al., 1999, CORPA, 1999, CORPA et al., 2000, GONZALEZ, 2003, GONZALEZ et al.,
2005). Nesse trabalho, foi observado no ileo dos bubalinos necropsiados a forma lepromatosa
da enfermidade com lesdes difusas devido aos animais se encontrarem em estagio avangado
da enfermidade. As lesdes verificadas na histopatologia do duodeno correspondem
principalmente a linfangite e a linfangiectasia, com auséncia de macrofagos epitelioides e
células gigantes, o que estd de acordo com a coloragdo dos BAAR pela técnica de Ziehl-
Neelsen e marcagdo positiva pela imuno-histoquimica. Os resultados encontrados na
coloragdo Ziehl-Neelsen e imuno-histoquimica apresentaram intensidades de marcagdes
similares. Essas técnicas evidenciaram a presenca de bacilos em fragmentos de intestino e
nos linfonodos mesentéricos, servindo como ferramenta importante de diagndstico presuntivo
de micobacteriose, com a vantagem de serem métodos rapidos, principalmente quando

comparados ao cultivo bacteriano.

As lesdes encontradas nos linfonodos mesentéricos dos bufalos foram as mesmas
descritas em bovinos (DACORSO FILHO et al., 1960; DRIEMEIER et al, 1999;
YAMASAKI et al, 2010). A mineralizagdo na base da aorta, no endocardio e na serosa do
rimen de um dos bufalos do presente estudo foi também relatada em bovinos
(ALIBASOGLU et al., 1962, BUERGELT et al., 1978). A patogenia dessa calcificacdo ndo
estd completamente esclarecida. Lesdes vasculares observadas em varias doengas causadas
por micobactérias, incluindo a paratuberculose, podem ser atribuidas a hipercalcemia

associada com niveis elevados de vitamina D3 (STABEL; GOFF, 1996). Sugere-se que esses
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distirbios metabodlicos estejam associados as extensas lesdes granulomatosas nos intestinos
(ALIBASOGLU et al., 1962). As alteragdes vasculares e a patogenia sugerida para o
desenvolvimento dessas lesdes sdo comparaveis aquelas descritas nas intoxicagdes por plantas
calcinogénicas, cujos principios ativos sdo semelhantes ao da vitamina D3 (DOBEREINER et
al., 1971, RIET-CORREA et al., 1987). Provavelmente 0 mesmo mecanismo patogenético
seja responsavel pela calcificacdo da serosa do raimen. Calcificacdo da intima das artérias foi
descrita em diversas doengas caquetizantes em bovinos, incluindo paratuberculose e
tuberculose, mas também ¢ um achado de necropsia incidental em animais velhos (KITT,

1927, ROBINSON; MAXIE, 1993). Trata-se, portanto, de uma lesdo inespecifica.

O crescimento de colonias compativeis com Map em amostras de intestino, linfonodos
mesentéricos e fezes permitiram a identificagdo do agente. As técnicas de cultivo de Map
possuem algumas desvantagens tais como o prolongado tempo de incubagdo de
aproximadamente 16 semanas, além de dois ou trés dias adicionais para a preparagao das
amostras. Tal procedimento envolve a descontaminagdo, alta qualidade de controle do meio
de cultura, além de altos custos dos equipamentos necessarios para cultivo comparados aos

das técnicas sorologicas (WHITLOCK et al., 2000).

Em rebanhos altamente infectados, alguns animais adultos podem ingerir grandes
quantidades da micobatéria juntamente com alimentos e/ou dgua, eliminé-las nas fezes e esses
serem detectados no cultivo. Ainda ha davidas quanto a infec¢do logo apos a ingestdo da
micobactéria. Alguns autores acreditam que esses animais adquirem a infec¢do; no entanto,
necessitam de longo tempo, tanto, para eliminar o agente nas fezes em quantidade suficiente
para serem detectados pelo cultivo, quanto para desenvolver as lesdes intestinais e

apresentarem os sinais clinicos da paratuberculose (WHITLOCK et al., 2000).

A PCR foi realizada a partir das colonias de Map isoladas dos tecidos dos animais
necropsiados e apresentou resultado positivo em todas as amostras testadas, o que demonstra
ser uma ferramenta 1til para identificacdo do agente. Foi realizado teste de ELISA para
verificagdo da prevaléncia de paratuberculose na propriedade afetada. Os seis bubalinos
necropsiados apresentaram altos titulos no teste de ELISA, o que condiz com a literatura, pois
em animais em estagio avancado da enfermidade a resposta imune predominante ¢ humoral
(COLLINS et al., 1991, YAMASAKI et al., 2010). Seis bufalos foram verificados com
doenga clinica durante o periodo do estudo e vinte € um bufalos apresentaram positividade ao

exame soroldgico, o que esta a baixo do esperado em rebanhos bovinos nas mesmas
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condi¢des, em que se esperaria encontrar 15 a 25 animais subclinicos para cada animal com
sinal clinico (SWEENEY, 1996). Porém, tal resultado pode estar associado com a maior
resisténcia dos bufalos a infeccdo por Map (SIVAKUMAR et al., 2006). Por outro lado, a
prevaléncia de animais soropositivos na propriedade poderia ter tido resultado um pouco
inferior ao que realmente possui, pois o exame foi realizado nos animais com mais de dois
anos de idade. Entretanto, os dados de prevaléncia encontrados por Sweeney (1996) incluiram
animais com mais de trés anos de idade. Com isso, deve-se considerar a possibilidade desses
animais entre dois e trés anos de idade apresentarem baixas concentragdes de anticorpos e
resultarem negativos no teste sorologico. Os bufalos com resultados positivos foram
encaminhados para abate e a realizagdo de exames de ELISA periédicos nos animais da
propriedade foi recomendada como medida de controle para paratuberculose, pois detectar a
infecc¢do subclinica se faz importante na medida em que esses animais ndo apresentam sinais
clinicos, mas eliminam o agente intermitentemente no ambiente, mantendo Map no rebanho

(CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984).

Os animais inconclusivos sdo aqueles nos quais os resultados se encontram dentro de
uma margem insuficiente para afirmar que sdo positivos, portanto, ficaria a critério do
produtor descartar imediatamente o animal ou aguardar a realizagdo de novo exame. O teste
de Elisa tem a vantagem de ser um teste rapido, porém nao tem a capacidade de distinguir os
animais que entraram em contato com o antigeno e o sistema imune conseguiu combater o
agente daqueles que sdo portadores de Map e liberam o patdgeno no ambiente, ou seja, se o
animal apresentar resultado positivo, nao significa, necessariamente, que esteja infectado. O
teste de ELISA deve ser realizado para diagnostico de rebanho, sendo de grande valia em
planos de controle da enfermidade em um rebanho, mas ndo como ferramenta de diagndstico
individual (CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984). Por outro lado, os testes
sorologicos como ELISA podem apresentar resultados falso-positivos, devido a reagdes
cruzadas com outras espécies de Mycobacterium spp., além de reagdes cruzadas com outras
bactérias como Actinomyces sp., Dermatophilus spp., Nocardia spp., Streptomyces spp.,
Escheria coli, Corynebacterium sp. (CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984;
PEPIN; MARLY; PARDON, 1987).

Nesse trabalho foram relatados seis casos naturais de paratuberculose em bubalinos;
entretanto, sabe-se que os bufalos sdo considerados relativamente resistentes a enfermidade,
quando comparados com bovinos (SIVAKUMAR et al., 2006). No Brasil, embora haja

relatos da enfermidade em algumas regides, a frequéncia com que ela aparece ¢ baixa,
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provavelmente devido as dificuldades de diagnostico, principalmente no estagio sub-clinico
da doenga. Em bubalinos, hé relatos na india (SIVAKUMAR et al., 2006) e Italia (LILINI;
GAMBERALE; GUARDO, 2007). Recentemente, a enfermidade foi registrada no nordeste
brasileiro, em Pernambuco (MOTA et al., 2010). Por isso, maior nimero de inquéritos
epidemioldgicos devem ser realizados para identificar a real prevaléncia da enfermidade em
bubalinos no pais. Sem isso, ndo ha condi¢des de avaliar o quadro real da enfermidade no
pais, nem de elaborar programas de controle. A conscientizagdo dos médicos veterinarios
quanto a importancia da enfermidade e a introducdo de uma rotina diagnostica ¢€
imprescindivel para o controle da paratuberculose, constituindo-se em importante ferramenta
para reduzir a ocorréncia da enfermidade em rebanhos brasileiros. Contudo, hd um excelente
campo para pesquisa acerca da paratuberculose em animais domésticos, além da identificagdo
de novas associagdes entre o agente, o hospedeiro ¢ o ambiente. Mesmo sendo uma
enfermidade de notificagdo obrigatoria segundo a OIE, no Brasil ndo ha programa de controle
oficial e, isso, por vezes, dificulta o controle da enfermidade, pois depende da consciéncia do

produtor para que sejam tomadas providéncias adequadas frente a paratuberulose.
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6. CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram a ocorréncia de Mycobacterium avium
subespécie paratuberculosis como causa de doenca entérica em bufalos no Estado do Rio
Grande do Sul.

O intestino delgado, intestino grosso e linfonodo mesentérico sdo os focos de lesdo em
bubalinos com paratuberculose, desses o jejuno, ileo e valvula ileocecal sdo as regides mais
afetadas.

A coloracao de Ziehl-Neelsen e a técnica de imuno-histoquimica com anticorpo
policlonal anti-Mycobacterium tuberculosis sio métodos eficientes para detectar o agente em

fragmentos de intestinos e linfonodos afetados.
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