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RESUMO

A paratuberculose é considerada uma enterite crénica granulomatosa, incuravel, causada pelo
Mycobacterium aviumsubsp. paratuberculosis (MAP) que afeta principalmente os
ruminantes, podendo atingiambém outras espécies de animais. E responsavel por perdas
econdmicas que ocorrem pela redugcdo na produtividade e maior susceptibilidade a outras
doencas, causando um consideravel impacto na economia. Desta fowbgtioco do
presente trabalho faliagrosticar oMycobacterium aviunsubsp.paratuberculosiq MAP)

nos rebanhos bubalinos abatidos na regido da Baixada Maranhense. Foram coletadas amostras
de intestino delgado, intestino grosso, linfonodos mesentéricos e fezes de 115 bufalos
abatidos em matadeos da Baixada Maranhense. Para o diagnéstico dessa enfermidade
foram realizados exames histopatologicos utilizando as colordefdematoxilina e Eosina
(H&E), ZiehkNeelsen(ZN) e isolamento bacteriano.oF possivel evidenciar infiltrado
inflamatdrio granulomatos@omposto por macréfagos epiteliodes repleto de células gigantes
tipo Langhansna mucosa, infiltrado mononuclear na submucesa) atrofia e fusdo das
vilosidadesno intestino delgadae infiltrado difusoacentuado de macrofagos epiteles e

células gigantes tipo Langhans nos linfonodos mesentéricos, quando submetidas ao
diagnosticchistopatologicoem 226 (31/115) dos bufalo€om a coloracao de Ziehleelsen

foram visualizados bacilos alceatidoresistentes (BAAR) em 23% (26/115) dasoatnas

dos tecidos analisados. Nas amostras de fezes submetidas ao cultivo bacteriano foi
identificado oMycobacterium aviunsubsp.paratuberculosisem 19% (5/2k Os resultados

desse estudo demonstram a ocorréncia subclinica de paratuberculose em iaiizaiims
abatidos em matadouros da Baixada Maranhense.

Palavras-chave: Bubalinos Ziehl-Neelsen paratuberculose, Maranh&o.



ABSTRAT

The Paratuberculosis is a granulomatous chronic enteritis wilcbugable and it is caused by

the Mycobacterium avium subspecies paratuberculosistMAP) which mainly affects the
ruminant animals and might be pathogenic to another species of animals. It is considered
responsible for economic losses that occur by @sea productivity and increased
susceptibility to others infections, causing a negative impact on the economy. In this way, the
aim of the present study is to diagnose kygcobacterium aviumsubsp.paratuberculosis

(MAP) in herds of slaughtered buffaloek lowlandsregion in the state of Maranba It was
collected tissue samples of small and large intestine, mesenteric lymphs and stool samples
from 115 slaughtered buffalos frommlaughterhouses of the Maraohdowlands. For
diagnosing that disease, hikigical examination with hematoxylin and eosin’s colouring
(H&E), Ziehl-Neelsen and bacterial examination were madewas possible to show
granulomatous inflammatory infiltrate composed of epithelioid macrophages filled with
Langhans giant cells in thmucosal mononuclear infiltrate in the submucosa, with atrophy
and fusion of the villi in the small intestine, and severe diffuse infiltrate of epithelioid
macrophages and Langhans giant cells in mesenteric lymph nodes, when subjected to
histopathological ignosis in 27% (31/115) of buffalo. With the Zidelsen bacilli were
visualized aciedlcohol resistant (AFB) in 23% (26/115) of samples from tissues analyzed.
The stool samples were submitted to bacterial cultivation and it was viewed the
Mycobacteriumaviumsubsp paratuberculosisat 19% (5/2%. The results of this study show

the subclinical occurring of Paratuberculosis in herds of slaughtered buffaloes in

slaughterhouses of lowlasdegion in the state of Mararha

Key words: Buffaloes,Ziehl-Neelsen, paratuberculosMaranha.
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1. INTRODUCAO

Os bubalinos foram introduzidos mrasil a partir do final do século XIX, em
pequenos lotes originarios da Asia, Europa (ltalia) e Caribe, motivados muito mais pelo seu
exotismo que por suas qualidades zootécnicas. A sua adaptacdo aos mais variados ambientes
elevada fertilidade e longexade produtiva, permitiram que o rebanho experimentasse uma
evolucéo significativa e, dos pouco mais de 200 animais introduzidos no pais, resultaram num
rebanho de 495 mil bafalos em 1980. A exploracdo de bufalos no pais destisava
fundamentalmente a gaducéo de carne, no entanto a partir dos anos 80/90, vesicam
interesse crescente emasexploracao leiteira ou mista (BERNARDEB07).

O Maranhdo apresenta um lugar de destague no panorama nacional da
bubalinocultura, concentrando o 5° maior rétmado Brasil e o 1°anregido Nordeste, com
cerca de 80. 212 mil bubalinos, dos quaestdo concentrados em sua grande maioria nos
municipios da Baixada Maranhense, em destamueunicipio de Vianda MA com 18. 078

cabecassegundo dados do IBGE, 2014.

Na Baixada Maranhense, a criacdo de bufalos em sua maioria é extensiva, sem
nenhuma técnica de manejo adequada. O contato com esse rebanho se torna dificil em
determinadas épocas do ano, tanto pela localizacdo da regido quanto pelos habitos desses
anmaisque tendem a permanecerem agrupados em

disseminacéo de doencas, dentre estas enfermidades -destaparatuberculose.

A paratuberculose (doenca de Johne) é uma enfermidade infecciosa crénica,
incurdvel, €é caractmmada por uma enterite granulomatosa crbnica causada por
Mycobacterium aviunsubsp. pratuberculosis(MAP), um bacilo alcoehcido resistente
(CLARKE 1997; MORAVKOVA et al., 2008), ocorre em todos o0s continentese é
responsavel por importantes perdas econémicas em ruminantes ndREECORREA &
DRIEMEIER, 2007;MORAVKOVA et al., 2008.).

No Brasil, la relatos da paratuberculose em bovinos em diversos Estados das
regides Sul e Sudes(PORTUGAL etal., 1979; RAMOS et al., 1986; DRIEMEIER et al.,
1999; GOMES edl., 2002) Recentemente a doenca foi diagnosticada, também, em bubalinos
(MOTA et al, 2010) na regido nordeste do Brasil. Na Paraiba a paratuberculose foi

diagnosticada em bovinoMQTA et al., 2009) e em anos e caprinos@LIVEIRA et al,
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2010), afetando principalmente ruminantes domésticos e, com menor frequéncia, ruminantes

selvagens, equinos, suinos, lebres, raposas e ro¢0dEeR012).

Na espécie bubalina, apesar de ser considerado mesweptivel a infeccéo pelo
MAP em relacdo aos bovinoSIYAKUMAR et al, 2006), foram relatados, até o momento,
casos clinicos de paratubelose em duas regides do paisprimero caso foi descrito na
regidao Nordeste, estado de Pernambuco por Mota. ¢2@10), em seguida por Barbosa et al.
(2010) no estado de Maranhé&o.

A infeccdo se da pela ingestao de colostro, leite ou agua contaminados com fezes
que contém o microrganismo. A doenca clinica se manifesta apenas na vida adulta,
geralmente apoOs trés @ de infeccdo subclinica. Os animais clinicamente acometidos
apresentam diarreia profusa, perda de peso, desidratacdo, caquexia e morte e as lesdes
localizamse principalmente no trato intesting linfonodos mesentéricos, causando
consideraveis perdas@®micas verificadas em funcdo da infec¢do subcliniean quea
reducdo da conversédo alimentar, diminuicdo da produtividade, reducdo dos niveis de proteina
e gordura no leite, perda de peso ao abate, alta incidéncia de mastite e diminuicdo da
fertilidade(CLARKE, 1997).

O acentuado acumulo de células inflamatérias, principalmente na mucosa e
submucosa intestinal, desencadeia a chamada sindrome da m& absorgcdo, o que diminui a
assimilagcdo de nutrientes, reduz a eficiéncia produtiva e causa o declinf@i@caorporal
(CHIODINI et. al, 1984; CLARKE, 1997). Normalmente, a manifestacdo clinica da
paratuberculose esta associada com eventos de estresse como partos, deficiéncia nutricional €
producéo de leite elevad@l(ARKE, 1997).

O diagnéstico dessa infeccdo é feito através dos sinais clinicos e para a
confirmacgéo do diagndéstico é necesséria a realizagdo de necropsia e de exames laboratoriais.
Os testes diagnosticos preferencialmentdizados para diagnosticar aanatuberculose,
podem ser divididos em duas principais categorias: métodos para a deteccdo do agente e
meétodos de deteccdo de anticorpos especificos presentes no soro. Os testes para deteccao d
agente incluem cultura bacteriana, sondas genéticas e exame histologiciolakalvo para
deteccédo do bacilo alceétidoresistente (BUERGELT e GINN, 2000).

Considerando a importancia que a enfeada possui dentro dos rebanhiosm

como seu carater zoonoético, juntamente aos poucos dados epidemioldgicos no rebanho
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bubalino do Maranhdo, aliado a praticas deficiente e/ou inexistentes de sanidade nas
propriedades e a auséncia de fiscalizagdo nos abatedouros municipais, principalmente na

Baixada Maranhense é que se prop0s a pesquisa.

2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

1 Identificaro Mycobacteriumaviumsubsp paratuberculosifMAP) em bufalos

abatidos em matadouros da baixada maranhense;

2.2 ESPECIFICOS

1 Avaliar as alteracdes histopatolégicas em tecidos corados em Hematoxilina e Eosina;
Identificacio de bacilos Alcool Acidos Resistente em amostrade tecidos
submetidos a técnica de coloracao de Ziddlsen;

71 Isolar o Mycobacterium avium subsagtuberculosis(MAP) de conteudo fecal no

cultivo bacterioldgico;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Baixada Maranhense

A Baixada Maranhense é undas microrregides d&stado brasileiro ddaranhéo
pertencente & mesorregido Norte Maranhense. Possui uma area tb#abt®366 km?2
dividida em 21 municipigsestendese por 20 mil km2 nos baixos cursos dos rios Mearim e
Pindaré, e médios e baixos cursos dos rios Rericuma e Aura, abrangendo um dos mais belos

conjuntos de lagos e lagoas naturais do Brasil

Constitui uma ampla regido marcada pela diversidadeodg ecossistemas, tais como
rios, lagos estuarios éreas alagaveis. Sua vegetagaica e variada com a existéncisde
manguezais, campos aluvidfiidvio marinhos, abertos, perto dos lagos, até densas florestas de
galeria ao longo dos rios, com babagi s f or mando Ai |l haso nas
atingidas pelas enchentes. Esté presente na regi@orica fauna e flora aquatica e terrestre,
com diversas espécies raras. A regido fica seis meses seca e seis meses alagada. Na estac:
chuvosa, quandos rios e lagos transbordam, os campos sdo inundados e transformados em
extensos lagos rasos. Parte dasadgé devolvida aos rios quandeusniveis baixam
(MUNIZ, 2007).

3.2Bubalinocultura

O bufalo donéstico, espécieBubalus bubalis,teve sua origem no continente
asiatico, onde foi levado a Africa, posteriormente a Europa e Oceania e finalmente & América
(DAME, 2006). Somente no final do século XIX pequenos lotes de bufalos originarios da
Asia, Europa (Itélia) e Caribe foram introduzidos Bwsil, mais precisamente na ilha de
Marajo, no Estado do Para, bufalos da raca carédbA¥A , 1987, citado poGONCALVES
2008),escolhidosnicialmente mais pelo seu exotismo que por suas caracteristicas produtivas
(BERNARDES 2007). Em 1895 foi reaiada outra importacdo de bufalos italianos, e em
1952, outra leva de bufalos vieram para o Brasil, vindos da Italia e da MENTEL et

al. 2010), fortalecendo ainda mais a criacao no pais.

O maior conhecimento de suas potencialidades e caracteripticdativas
associada a dersas acOes promocionamptivou acentuada expansao e disseminacao da

esp®ci e para diversas regi»es, i nici al ment
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pecus8rioso, regi »es em que, pada bovéha Bd® sec ar a
desenvolvia bem e, posteriormente, com o0 avan¢o de explora¢cdes com caracteristicas mais
profissionais observese sua introducdo mesmo em regides de maior tradicdo pecuéria
bovina, onde passaram a ser explorados tanto para corte quaatg@rpducdo leiteira
(BERNARDES, 2007).

Zootecnicamente a espécie jA demonstrou que tem espaco garantido como opgao
pecuéria relevante. No que se refere a seus produtos (carne, leite e derivados), ndo resta
davidas sobre sua excelente qualidade, propiesiasensoriais, nutricionais e mesmo
funcionais. Por sua grande adaptabilidade, ma&tr@aomo opcdo econdmica aos mais
diversos ambientdBERNADES, 2007)

No Brasil, a exploracao de bufalos destseaprincipalmente a producéo de carne,
pois ainda falta tradicdo dos criadores brasileiros em explorar a producéao (Ri@®A etal.
(20079, citado por ALMEIDA et al., 2013 a exploracédo para corte € normalteefeita sob
sistemas extensivos, tendo como base alimentar as pastagedms, gem suplementacao
adequadag que leva ao ndo suprimento das exigéncias nutricionais do animal, fazendo com

que esse nao desempenhe sua capacidade ipeod(BERNARDES, 2007).

3.3 Bufalos no Maranhao

Segundo o IBGE, 2013, o efetivo brasileiro de bubalinde &,332 milhdo de
cabecas. Onde maior caocentracdo desse plantel ocona Regido Norte, omd66,1% do
efetivo encontra semais especificamente em dois estados, P&wa&pa, que, em conjunto,
detém58,3% do efetivo nacional dessa espebla sequénciay Estado do Amazonas, com
6,4% de participacdo. A Regido Sudesim 11,3% do eftivo, localizadaos Estados de Sao
Paulo (6,2%) e Minas Gerais (4,3%). Na Regido Naeddsi registrado 9,5% do efetivo

nacional, bastante concentrado no Estado ddMaranhéo (6,1%).

Observouse que para a introdugcdo da bubalinocultura na Baikétanhenseno
final dos anos 1950 e inicio dos anos 1960, ndo houve um planejaesénitiirado que
permitisse prever 0s impactos sociais e ambientais que o animal exoético causaria em um
ambiente ecologicamée instdve(BERNARDI, 2005)
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Oficialmente o Bufalo veio para o Maranhdo sob imposicdo dos diretores do
Ministério da Agricultura ge conheciam e consideravam baixos os indices técnicos do gado
da Baixada. A maior quantidade de bufalos vindos para o Maranhdo ocorreu através de um
convénio firmado entre o Ministério da Agricultura, na pessoa do Médico Veterinario, Dr.
Raimundo Cardosblogueira, na época diretor geral do departamento Nacional de producéo
animal do Ministério da Agricultura, no periodo de 1969 a 1974, e a secretaria da Agricultura
do estado do Maranh&o, sob a direcdo do Engenheiro Agronomo Lourenco Vieira da Silva,
através desse convénio, o Estado do Maranhdao teria a sua disposi¢cdo 700 cabecas de bufalos
oriundas da Fazenda Maicurus, localizada em Monte Alegre, Baixo Amazdtes, dos
quais foram para a Fazenda Bubalina no municipio de PinHdi#o (VASCONCELOS,

2012).

O alagamento dos campos, dentre outros fatores, tornou a Baixada Maranhense o
ambiente ideal para criacdo bubalina; estes foram trazidos principalmente da ilha de Marajé
para o Maranhao sob a justificativa de que a expanséo do setor de criagdo de baoimalino

contribuiria com a rigueza e o desenvolvimento econémico da regido (BERNARDI, 2005).

3.4 Raratuberculose
3.4.1 Historico da doenca

A primeira descricdo da paratuberculose foi feita ypalmne e Frothingam, na
Alemanha em 1895%)s autores de formeguivocadaatribuiram o quadro de perda de peso e
diarreia crénica, em uma vaca de seis anos de idade a uma forma atipica de tuberculose
(JOHNE & FROTHIGAM 1895).

No inicio foi propostoo home de enterite peseudotubercul@s@osteriormente
foi modificado para paratuberculose, ao constatarem que se tratava de uma bactéria diferente
daquela causadora da tuberculose. Anos mais tarde foi denominada de doenca de Johne.
Apenasem191Q o microrganismdoi isoladoemmeiodecultivo e caracterizad como
MycobacteriunenteritidischronicaepseudotuberculosasovisJohne(TWORT & INGRAM
,1912) Apéspesquisasestudioso® denominarande Mycobacteriunjohneie Mycobacteriu
m paratuberculosiseapenagm 1990recebewa denominagataxondmicade Mycobacterium
aviumsubspparatuberculosis (THOREL etal. (1990, citado por SCHARZ, 2012)

A Paratuberculose foi descrita em paises da América do Sul eriadiécada de

30, demonstrandogque a doega estava mundialmente distribuida e que era uma possivel
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ameaca a atividade pecuéarios anos40, ja era conhecidaomo uma doenca de animais
doméstios esilvestres. Com a avaliacdo dos testes diagndsticos até entdo utilizados, foram
observadas reac6esuzadas, que resultaram em reacdes fadsitivas com organismos do
géneroCorynebacteriune outras espécies antigenicamente relacionadas. Algumas medidas
de controle foram avaliadas e, em 1950, surgiram diversos exp&ygrem vacinagao. Nos
anos60, varios outros testes diagnosticos foram criados como, por exemplo, a migracéo de
leucécits e teste de imunofluorescéncia. Ainda nesse periidoy reconhecida a
participacdo de animais subctiamente infectadogue eliminavam o agente por meio das
fezese a possibilidade de se encontravl oparatuberculosi#m sémem de touros e uteros de
vacas infectados, indicando uma provavel infeccdo intra e-utarisa do feto. Nas décadas

de 70 e 80, varios pesquisadores comecaram a estudainteagamente dlycobacterium
paratuberculosise a doenca de Johngroporcionando avan¢os nos conhecimentos sobre a
Paratuberculose. Em 1983, MERKAL organizou o primeiro Col6équio Internacemal
Paratuberculose (CHIODINI (1993; citado por COLLINS e MANNIN, 2003).

No final dos anos 80 e inicio dos an®8, novos achados em relacdo a
paratuberculose aconteceram, com a descobertaCPaLINS e McFADEAN, de uma
seqencia genética, Unica ddVlycobacterium paratuberculosisEssa sedgncia de
nucleotideos foi denominadie I1S900, sendo a primeira séggia de insercao ja registrada
em micobactérias. A importancia desta descoberta foi a de utilizar métodos genéticos para
dete¢ar MAP, ja que a deteccdo mediante cultivo em meios de cultura leva em torno de 16
semanas. Alémisso, tal descoberta alicerca a sugestdo de muitos pesquisadores sobre /a
participacdo do MARomo agentetiolégico da doenca de Crohn, apés este ter sido isolado
de amostras de intestino e nddulos linfaticos de paciente com esta enfermidade (CHIODINI,
1993).

3.4.2 Paratuberculose no Brasil

A Paratuberculose foi diagnosticada no Bragla primeira vez, em bovinos
importados,da raca Flamenga no entdo Posto Zootécnico Federal de Pinheiros, no Rio de
Janeiro, por OCTAVIO DUPPONT, que feaaulgacéo ddato pelo Jornal @ Commércio
do estado do Rio de Janeiro, em 5 de janeiro de 1915 (DACORSO FILHO et al., 1960).
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Em 1956, Santos e Silva relataram a doenca, em um touro de seis anos de
idade, da raca Holandesa, importado da Holanda com um ano e midadgeara uma

fazenda no municipio de Barra Mansa, Estado do Rio de Janeiro.

Darcorso Hho et al., (1960), diagnosticaram a doenca através de exames
clinicopatolégicos em dois bovinos nascidos e criados no Estado do Rio de Janeiro, um no

municipio @ Petropolis e outro no bairro de Bangu, municipio do Rio de Janeiro.

No ano 1961, Silvee Pizelli realizaram o diagndstico deagatuberculose em
bovinos da racga Jersey, oriundos de uma propriedade situada no Municipio de P&dpolis
Na mesma época faolado, pela primeira vez no BrasilMycobacterium paratuberculosis
a partir de suspensdes de ganglios linfaticos mesergédieoboino (SILVA, 1961). O
isolamento foi feito em meio de cultura Hohn, e paralelamente isolou também a micobactéria
em ovos de galinha embrionados, a partir da suspensaeshoaymaterial relatado por Silva,

(1961) e constatou a susceptibilidade da espécie a infeccao.

Em 1968, novament8ilva reproduziu a paratuberculose em ovinos atravées de
inoculacéo, por via orafje emulsdo de ganglios linfaticos mesentéricos e mucosa intestinal

provenientes de um bovino com a doenca de Johne.

Portugalet al, (1979) relataram dois casos dargtuberculose bovina no estado
de Santa Catarina: um em touro nacional da raca Normarela uma €émea Holandesa
importada da Holanda primeirocom cincoanose a fémea holandesa coseis anos de

idade, respectivemente.

Outro caso clinico da enfermidade foi descrito no Rio Grande do Sul, o
diagnéstico foi comprovado em um touro da racard#aa, doador de sémem em central de

inseminacao artificial, pelo isolamento do agente (RAMOS et al., 1986).

No ano de 1991, em Minas Gerais, registraram a enfermidade em uma vaca com
cinco anos de idade da raga Holandesa que fora importada dos Estatims dénAmérica
(NAKAJIMA et al., 1991).

Poestere Ramos (1994, no Rio Grande do Sul, reproduziram a doenca de Johne
em caprinos inoculados, por via oral, com emulsdo de mucosa intestinal de bovino com

paratuberculose.
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Driemeieret al, (1999), no Rio Gande do Sul, descreveram as lesdes chnico
patolégicas observadas em oito vacas com doenca de Johne, provenientes de um rebanho de

345 animais, sendo que a maioria desses animais eram vacas importadas da Argentina.

Fonsecaet al, (2000) relataram que 37,9% das vacas foram soropositivas no teste
ELISA em 20 rebanhos no Estado de S&o Paulo.

No Rio de Janeirdrerreirg Fonseca; lenbaum (2001 detectaram através do
teste ELISA, anticorpos contraMycobacterium paratuberculosiem 45 propriedades

localizadas em diversos municipios do Estado do Rio de Janeiro.

Gomeset al, (2002) isolaram e identificaram MAEmM amostras provenientes de
oito vacas holandesas, importadas da Argentina, no municipio de Capela de Santana, Estado
do RioGrande do Sul. No mesmo amdiaset al, (2002) isolaram MAP a partir de fezes de
bovinos procedentes de um rebanho da Paraiba. O isolamento foi feito na Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG).

Cunhaet al, (2003) descreveram um caso da enfeatdé& em bovino macho de
cerca de quatro anos, da raca Blond D"Aquitane, no Estado de Goids. Neste mesmo ano,
FERREIRAet al, (2003) relataram a ocorréncia de paratuberculose em rebanho bovino, no

municipio de Resende, Estado do Rio de Janeiro.

Silva, (2M5) relatou a paratuberculose em bovinos de corte em diversos
municipios do Estado do Para. Ainda em 20@Bypresteet al. detectaram em Goiania,
60,24% de animais soreagentes em 166 amostras ao teste ELISA. Foram avaliadas 23
propriedades leiteiras e todas apresentaram animais positivos.

Ristow et al, (2006), no Rio de Janeiro, relataram a doenca através da sarologia
cultivo microbiano e exames anatoimigtopatolégicos, em rebamibovino. Em 2007, Mota
et al. diagnosticaram a enfermidade em rebanhos leiteiros na regido de Zona da Mata em

Pernambuco, através do isolamento do agente, sorologia e exames anatomulbgityzt

Oliveira et al.,(2008)descreveram dois casos de paratuberculose em bovinos
no Estado da Paraiba. O primeiro era uma fémea mestica de trés anos, do municipio de Séo
José de Pinharas, oriundo recentemente do Estado do Pernambuco, e o, segundcho

holandés de trés anos oriundo do municipio de Passagem.
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Motaet al,( 2009) relataram a ocorréncia de paratuberculose em rebanho bovino
leiteiro da raca Gyr na Paraiba.

Em 2010, Mota et al.observaram a ocorréncia de paratuberculose eno cinc
bubalinos criados em regime seimiensivo em fazendas no estado de Pernambuco. No
mesmo anoforam relatados, casos clinicos de paratuberculosaliba em duas regides do
pais,o primeiro caso foi descrito na regido nordeste, estado de Pernambudotpet al.,

(2010). Posteriormentd)alto et al, (2012) relataram um banho bubalino infectado por
MAP na rgiao Sul, no estado do Rio Grande do Sul.

Em 2012,Medeiroset al encontraram, através da determinacaocadgcorpos
pelo ELISA para o MAPa doenca subclinica em caprinos e ovinos de 14 municipios do
semiarido Paraibano, verificando uma frequéncia média de caprinos 44,86+22,91% e em
ovinos de 52,96+31,49, na Paraiba.

Em 2013, Yamasakiet al descreveram o0s aspectos clinpaiolégicos da
paratuoerculose em bovinos leiteiros situados em propriedades do municipio de Rio de Claro,
regido Sul do estado do Rio de Janeiro.

Barbosaet al, (2015), empregando a técnica de bidpsia retal associada a
histopatologia e ZiehNeelsen (ZN) para diagnéstico g@aratuberculose em propriedades
bubalinas no estado Maranhdo, observaram uma frequéncia de 4,3% (6/140) dos bufalos
apresentando bacilos alcesdido resistentes (BAAR) no ZieMeelsen, e 5,71% (7/140)
tiveram amplificagdo do material genético na qPCR.

3.4.3Etiologia e Agente etiolégico

O Mycobacterium avium (subsp.) paratubercidoMAP), € um patdégeno
intracelular facultativo, caracterizado como um bastonete pequeno de aproximadamente 0,5 x
1,5um, granmpositivo, imovel, ndo esporulado, aerdbico e fortemente a&madbresistente.

Além de possuir outras propriedades como a hidrofobicidade, a alta resisténcia a processos
quimicos como a cloracdo da agua e a processos fisicos como a pastelCIASIERO( e
TRABULSI, 1999;GRANT et al, 1999; WHAN et al, 2001).

A maioria das espécies do génédgcobacterium spproduz dois sideroforos:
micobatina e exoquelina, porém, o MAEsim como . avium subspsilvaticume outras
cepas deM. avium ndo produemmicobactinaincapacitande de sequesdr o ferro fora do
hospedeiro, tornand@ dependentéGOMES, 2002COCITO et al., 1994).
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Estemicrorganismoé bastante fastidioso, seu isolamento e cultivo em meios de
cultura é tarefa trabalhosa e demorada. Quandes ci do em mei os arti fi
Egg Yol k M®di umiva{ slea v ™) p u AReNDsdeennds t(elidn) , f or
rugosas despigmentadas, de crescimento lento, em torno de 8 a 12 semanas. (TAYLOR, 1957;
BARCLAY et al, (1985, citados por GOMES, 2002).

3.4.4 Epidemiologia

Os aspectos epidemioloégicos da paratuberculose tem sido descritos
mundialmente . A prevaléncia da doenca vem aumentando em alguns paises onde tem
alcancado proporc¢@es significativas economicamente na peMMENZIES (1999, citado
por ROGRIGUES20085.

A doenca acomete principalmente os bovinos, mas tamédoi fliagnosticada
em bufalogMOTA et al., 2010; DALTO, 2011)ovinos caprinos ( OLIVEIRA etl., 2010),
ruminantes selvagens, equinos, suinos, lebre, raposas e roeilgpescipal forma de
introducd® da doenca em rebanhlbges esta associta aos animais portadores do MAR
forma subclinica. A infeccéo esta estritamente ligada com faixa ejaramente ocorrendo
nos primeiros meses de vida, com predilecdo por animais jovens, porém a doenca se
manifesta com maior frequéa, entre 2 e 5 anos de ida@E, 2012). A transmissao para
animais adultos € pouco comum, pois sdo mais resistentefe@dio, porém alguns
pesquisadores reproduziram a doenca em individuos desta faixa etaria através da
administacdo de diferentes doses de MARJRADE et al, 2004; CLARKE et al, 2010;
CLARKE et al, 2011).

Fatores intrinsecos restritos aos bezefexdentes contribuem para a maior
susceptibilidade dos amais jovens a infeccdo pelo MARBomo a maior acidez intestinal
quando comparado aos adultos, fato que favorece a sobrevivéncia da micobactéria
(RICHARDS, 1981). Assim como odatores estressantesmo parto e ma nutricdo podem

desencadear o aparecimento dos sinais clinicos da dBMERGELT, 1996).

A principal via de infeccdo é orofecal nos primeiros meses de vida do animal,
no momento da ingestdo de colostro ou leite e quando entram em contato com o Ubere
contaminado confiezes contendo a micobactérBEHGG E WHITTINGTON (2008, citado
por YAMASAKI, 2013), além disso, ndo possuesau sistema imunoldgico completamente

desenvolvido, aumentando os riscos de infeccdo (MOMOTANI et al., 1088)gs formas
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de transmisséo sdo, contagio interespécies o qual afirma a possibilidade de infec¢do de ovinos
com bovinos,caprinos, cervideos vieeersa,a infeccdo ocorre de forma vertical trans e

intrauterina para o feto ou por sémen de machos infectados (OIE, 2012).

Alguns fatores ambientais tamb&mdem contribuir para a disseminagédo da
infeccdo, comg@or exemploo pH do solo pode influenciar na gravidade dos sinais clinicos,
rebanhos criados em solos alcalinos podem apresentar alta incidéncia da infeccdo com poucos
casos clinicos, ao contrario de locais com solos acidos onde ha registros de ocorréncia de
sinais ¢inicos acentuados. Este fato estd aparentemente relacionado ao efeitondo pH
assimilacdo do ferro pelo MARuU melhor, um ambiente acido aumenta a captacdo do ferro
pela micobactéria (JOHNSOGREARULUNDU et al., 1997)Outro fato que contribui para
altorisco da infeccdo é a criacdo de bovinos em sistema de confinamento, devido ao fato da
grande contaminagdo do ambiente com fezes de animais infectados, queefamore
manutencdo do MABentro do rebanho. No pasto, o agente persiste por longos periodos e e
condicOesfavoraveis, e pode permanedefectante por mais de um ano; a micobactéria é
sensivel a luz solar e ao ressecamento e sua sobrevivéncia € reduzida por contate constant
com fezes e urina no ambief@HNSONIFEARULUNDU et al., 1997).

O desenolvimento da doencé um processo lent® a subsequente imperceptivel
e prolongada transicdo entre os estagios da infecgdo, dificultam a deteccdo de todos os
animais infectados no rebaniBEHR & COLLINS, 2010). Os dados sobre a prevaléncia
mundial da patuberculose variam notavelmente de acordo com a metodologia utilizada no
estudo e o tipo de amostra analisad#E(LSEN & TOFT, 2008,BEHR & COLLINS 2010,
TIMMS et al., 011); OIE 2012). Estimase que cerca de 30 a 50% do rebanho mundial esta
infectado(BEHR & COLLINS, 2010). Em um rebanho bovino infectado, em média, 10% dos
animais desenvolvem a doenca, o restante, em sua maioria, eliminam o agente através das

fezes, sem apresentar os sinais clinicos ao longo de sudliEds5EN & TOFT, 2008)

Atualmente no Brasil, foram relatados varios casos de paratuberculose em
bovinos nascidos e criados no pais, com isso,-peddirmar que a importacdo de bovinos
infectados ndo € mais considerado umeeaBp epidemiolégico important&OMES et al,

2002; MOTA et &, 2007).

3.4.5 Patogenia
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Apés a ingestdo, o MAR fagocitado pelas células M, que tém a funcdo de
recobrir as placas de Peyer e transportar antigenos da barreira epitelial doiréesgnal
para o tecido linfoide. As células M séo a via de infeccdo para alguns patdogenos e porta de
entrada do antigeno para iniciar as respostas imunologicas de prof€sOTANI et al.,
1988; COUSSENS et al., 2010; FUKUDA et,&011) Uma vez demb de macréfagos, o
patdégeno persiste e se niplica no interior do fagossoma, semelhanca dd. tuberculosis
a capacidade de se manter no ambiente intracelular se deve a habilidade da micobactéria em
bloquear a fusdo do fagossomo com o lisoss@BATFIELD & PIETERS(2003),ROHDE
et al( 2007, citado por YAMASAKI, 2013.

O transporte via células M € importante na fase iniciahféecado, pois permite
que o MAPalcance os macréfagos abaixo da barreira mucosa; os macréfagos infectados
podem migrar para os linfaticos intestinais e se espalham para os linfonodos mesentéricos. A
localizacdo das placas de Peyer, em maior propor¢do no ileo, pode explicar o porqué das

lesBes intestinais se iniciarem nesta regiado (MOMOTANI et al., 1988).

No interior dos macréfagos, MABbde se manter intacto e, a partir dai, proliferar
se ou ser processado e apresentado aos linfécitos T. Nesta fase, a batalha entre o hospedeiro
0 micraganismo causa uma interacdo complexa entre macréfagos e linfécitos, a qual
promove a secrecdo de uma cascata de citocinas, o recrutamento de células para o local da
infeccdo, a ativacéo e proliferacdo de células. Em infec¢cdes causadas por micobactkérias, t
a imunidade humoral quanto a mediada por células estdo envolvidas, sendo esta Gltima a mais
importante para protegcédo da imunidade (COUSINS et al., 1999; STABEL et al., 2000).

A presenca de acentuada inflamacdo granulomatosa na mucosa intestinal
desenadeia a chamada sindrome da ma absor¢éo, que diminui a assimilagdo de nutrientes e
causa a exsudacdo na luz intestinal levando ao quadro de diarréia e emagrecimento
(BUERGELT, et al., 1978; CHIODINI, et al., 1984; CLARKE, 1997).

Na doenca de Johne, o desglmimento da resposta imune tem sido descrito
somente em estudos experimentais. Nestes casos, a imunidade celular pode ser observada d
um a dois meses apos a infeccdo, enquanto a resposta humoral pode ser detectada de 10 a 1
meses apoa infeccdo (LEPPE et al. (1989¢itado por GOMES, 200p

3.4.6Sinais Clinicos
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A sintomatologia tipica da paratuberculose ocorre em animais a partir de dois
anosde idade, época em gaedoenca progride para a fase temahi@ resulta em morte do
animal (CLARKE, 1997).0s sinais clinicos se caracterizam por perda progressiva de peso,
desidratacdo, apetite normal, diarreia intermitente profusa, homogénea, semifluida ou liquida,
esverdeada no itib que se torna marrom escundo responsivos a tratamentos, que resultam
emmorte do animaSHERMAN, 1985).

Existe pouca correlacdo entre a severidade da sindrome clinica e a severidade
das lesdes. Muitos animais que chegam a morrer podem conter lesGesemaicroscopicas
tdo sutis que ndo podem ser notadas a menosegja® investigadas. Por outro lado, lesdes

severas podem ser notadas em animais relativamente saudaveis, (BARKER et al., 1993).

O acentuado acumulo de células inflamatérias, principalmente na mucosa e
submucosa intestinal, desencadeia a chamada sindromm& @bsorcdo, o que diminui a
assimilacdo de nutrientes, reduz a eficiéncia produtiva e causa o declinio da condi¢édo
corporal,(CHIODINI et al. 1984CLARKE, 1997).

3.4.7 Diagnéstico

O diagnéstico da paratuberculose é baseado na observacao <Igi@s
tipicos, identificacdo do MAIRM amostras de fezes através da microscopia (coloracao para
evidenciacdo de BAARS), do isolamento do agente em meio de cultivo especifico ou pela
deteccdo de DNA da micobactéria. Na necropsia, pade observaddesdes caracteristicas
da doenca no intestino. Além da demonstracdo de BAARs em esfregatolegia e/ou
isolamento de MAPem cultivo bacteriano especifico para confirmacdo de diagnostico
laboratorial (OIE, 2012).

A caracterizacdo da enfermidade também pode ser através da deteccdo da
resposta imune do hospedeiro contra o agente bacteriano. Dos métodos soroldgicos, o ELISA
e a imunodifusdo em gel de agar sédo considerados os testes mais sensiveis no diagnéstico dz
infeccdo subclinica (COLLINS, 1996; STABEL, 1998)

Outras técnicas de diagnoésticeluem fixacdo de complement0@QLGROVE et.
al.(1989, citado por POESTER, 1994Ensaio imunoenzimatice o teste interferon gama
(STABEL,1997). A eleicio de uma determinadtécnica laboratorial depende das
circunstancias e do grau de sensibilidade diagnéstica necessaria para deteccao da infeccdo en
nivel individual ou de rebanho (OIE, 2012).
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3.4.8Achados de Necropsia

Os achados macroscopicos mais especificos ocorrem nstinatedelgado,
entretanto nos casos mais graves, as lesbes se estendem desde o duodeno até o ret
(BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; CHIODINI et al., 1984; JUBB; KENNEDY;
PALMER, 2007) caracterizarse por espessamento da parede intestinal, em geeosa
adquire aspecto cerebroide e/ou anelado devido a formacao de rugas e pregas transversais n:

mucosa e aspecto microgranular em sua superficie.

Os linfonodos mesentéricos encontragedematosos, aumentadte tamanho e
ao corte, protuie flui grandequantidade de liquido leitos@€(ARKE 1997; JUBB et al,
2007). A linfangite € um achado importante e é especifico o suficiente para justificar o

diagnéstico da paratuberculose a necropsia (JUBB, &08I7).
3.5 Testes Soroldgicos

Os testes mais camrmente usados para diagnosticopdaatuberculose sdo: o
teste deFixacdo do Complemento (FC), o teste de Imunodifusdo em Agar Gel (IDAG),
Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) (Manual, 1996; Van Maanen et al., 20QireEdetectar a
imunidade celular utilizae o teste de interferon gama (OIE, 2012)

No entanto, nenhum deles é considerado sensivel o suficiente para detectar a
infeccdo subclinicd (LENBAUM et al., 20070IE 2012).

3.5.1 Cultivo Bacteriano

O teste diagnostico mais utilizado e considergold standar{OIE 2012),na
deteccado de animais infectados é o isolamento e cultivo do agente a partir de fezes ou tecidos,
este Ultimo em casos de bidpsia ou necropsia. E um procedimento muito demorado, pois
requer varias etapas no processamento dastrasoaslém de um periodo de incubacao de 8 a
16 semanas (GOMES, 2002).

O sucesso do isolamento do MABpende de varios fatores, como a composicéo
do meio de cultura, a natureza da amostra clinica (sangue, fezes, leite, tecidos), 0 uso ou nao
de um protoclm de descontaminacdo, o estagio (recente ou avancado) e a forma (clinica ou
subclinica) da infeccad (MMS et al. 2011)No cultivo bacteriano sdo comumente utilizados
os meios de Herroldeggyolkmedium (HEYM), meio de Dubbos modificado, Middlebbrook e
LowensteinJensen acrescidos com micobactim@RGENSEN, 1984)IE, 2012).
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3.5.2 Histopatologia

A doencga de Johne possui duas classificagfes, em animais com sinais clinicos da
enfermidade as | es»es histol  -gica®,possqgeml
infiltrado inflamatdrio, principalmente na mucosa e submucosa do intestino delgado, €&
composto de linfécitos e alguns macréfagos contendo poucas micobactérias, que esta
relacionada & marcada resposta imune celular e corresponde ao inicfaseul@ente da
i nfec-«o. Na forma | epromatosa ou fAmul ti bac
formagcdo de células gigantes de Langhans que contém inimeros BAARs na mucosa e
submucosa do intestino delgado e grosso e, esta associada a fpostarésumoral
(CHIODINI et al., 1984bPEREZet al, 1996;CLARKE, 1997;CORPAet al, 2000).

3.6 Tratamento

N&do ha tratamento comprovado contra a paratuberculose (NRCNA, 2003).
Normalmente, o tratamento € antiecondmico, possuindo um custogit@s vezes, supera o
valor do animal. Além disso, na maioria dos casos, as melhoras desaparecem quando cessa
tratamentdLARSEN et al.,1950, citados poRODIEGUES, 2005GOMES, 2002; BLOOD
et al.,1991).

3.7 Controle e Profilaxia

O controle requetempo e adocao de medidas que satisfagaooadicdes do rebanho
afetadol JOHNSONI IFEARULUNDU, 1997).

A identificacdo da potencial fonte de infecgéo, assim como a determinagéo das rotas
de transmissdo, sdo pecas fundamentais no controle desta enfernfitidaRRIS e
BARLETTA, 2001).

As medidas de controle mais frequentemente preconizadas se referem a rotina de
higiene das instalacdes apo0s cada ordenha, a separacao de bezerros de animais adultos e a né
alimentacéo dos bezerros com colostro e leite piewée de vacas infectadas, bem como a
realizacdo de testes semestrais para de identificacdo dos animais reativos, descarte e abate d

vacas com sinais clinicos (CHIODINI et al., 1984).
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A indagria de inseminacao artificial também adatadidasde profilaxa para que a
doenca ndo constitua ameacga, como a aquisicdo de touros somente de rebanhos livres de
paratuberculosecoleta de sémen livre de contaminacédo, realizacdo de culturas de fezes de
todos os touros a cada seis meses. Assim como, isolamento dos reprodutores positivos na
cultura e eliminagdo do seu sémen estocado depois da ultima cultura negativa (Ramos et
al.,1986).

Um programa de vacinacdo pode ser uma alternativa em determinados paises, porém,
nao tém sido alcancadas formulagcdes de vacinas que fornegcam protecéo a todos 0s animais da
rebanho,que previna a eliminacdo de MA®U ainda, que confira total protecdo contra a
infeccdo. As vacinas frequentemente causam a formacéo de grandes granulomas no local da
inoculagcdo (WINDSOR & EPPLESTON, 2006) e induzem as reagfes cruzadas com
anticorpos contra tuberculina bovina. Sua malesvantagem é a forte interferéncia nos
resultados dos testes imunoldgicos o que impossibilita a distincdo entre animais com
paratuberculose e tuberculose bovina (MUSKENS et al., 2002; OIE, 2012) e com isso, pode
interferir no Programa Nacional de Contr@eErradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(MAPA, 2006).

3.8Saude Publica

A importancia da doenca de Johne ndo se restringe somente as perdas econémicas
causados a industria animal, mas tamb& possivel participacdo do MARa ileocolite
granulomatosa quafeta os seres humanos, conhecida cdoenca de€Crohn Y AMASAKI
et al. 2013. Neste contexto, pesquisadotém relatado a presenca de MAP leite cru e
pasteurizadoGRANT et al.(2002; AYELE et al.(2005; SLANA et al.(2009; OKURA et
al., 2012); além disso, a micobactéria foi detectada no sangue de pacientes com a doenca de
Crohn (NASER et al. 2004).Similaridades entre a paratuberculose e a doenca de Crohn,
foram observadas p&@ALZIEL em 1913, e posteriormente glOROHNet al. em 1932.

A doenca de Crohn é considerada, uma enfermidade sistémica, caracterizada por um
processo inflamatério crénico, transmural e recidivante. Provoca a formacdo de Ulceras,
espessamento da parede intestinal e formagdo de fistulas em varias partes do trato
gastintestinal de humanos (CLARKE, 1997; SELBY, 2000). Possui similaridades patologicas

com a forma tuberculoide (paucibacillary) da paratuberculose no que diz respeito as
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alteragOes cronicas granulomatosas ndo caseosas das lesdes que acometem a padde intesti
e tecidos linbides adjacentes (CLARKE, 1997).

Tratamentos com drogas imunossupressoras e remoc¢ao cirurgica da porcao intestinal
afetada sdo recomendados para controlar os sintomas da doenca de Crohn, porém néo se
conhecem meétodos curativos da enfead&l Apesar de sua etiologia ser desconhecida,
evidéncias epidemiologicas indicam que a exposicdo de individuos geneticamente
susceptiveis durante a infancia, a fatores microbiolégicos, quimicos e/ou ambientais,
favorecem o desenvolvimento da doenca. frdede necessidade um estudo epidemioldgico
amplo, com técnicas moleculares rigorosas para desvendar a real causa aaedzotn e
determinar se 0 MARem significado etiolégico primario ou se € apenas um invasor
secundario (CLARKE, 1997).

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de estudo

A Baixada Maranhense esta inserida na Mesorregido Norte Maranhense,
limitando-se ao Norte com o litoral e 0 Oceano Atlantico, ao Sul com a regido dos cocais, a
Leste com a regido p#mazobnica e ao Oeste, com 0 cdoa Possui uma éarea total de
331.93%,948kmz eestéa dividida em 2finunicipios Anajatuba, Arari, Bela Vista do Maranhao,

Cajari, Conceicdo do Lago Acu, Igarapé do Meio, Matinha, Monc¢ao, Olirma Mo
Maranhdo, PalmeirandiagBro do Rosario, PenalM@eriMirim, Pinheiro, Presidente Sarney,
Santa Helena, S&o Bento, Sdo Joao Batista, Sdo Vicente de Ferrer, Viana e Vitoria do
Mearim

Localizada sob a®44A00r 8aAbaABRBD V) 1 AHI an
uma éarea total de 17.579,366 Kmz, (IBGE, 2014&g#&o constitui uma ampla diversidade de
ricos ecossistemas, tais como rios, lagos, estuarios e areas alagaveis, fazendo parte da
Amazoénia Legal Brasileira. (VASCONCELOS, 2012).
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Figura 1. Mapa ilustrando os municipios da Baixada maranhense.

O rebanho bubalino Maranhense posuP12cabecas, sendo que a Baix&da

regidode maior concentracdo do rebanho ca®n 154cabecas, representando 73%4do

efetivo bubalino do EstadéBGE 2014.

4.2 Amostragem

Foram coletadag15 amostragn= 66 fémeas) e (n= 49 macha® bufalos com

idade acima trés anoslas ragcas de Murrah, Mediterr@nemsseus mesticos, sem sinais

clinicos abatidos nos Matadouros de VianBlA e Ararii MA, pois estes matadouros sédo 0s

gue abatem um nunsignificativo de bufalos provenientes de outrasiicipiosda baixada

maranhense.
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Esse trabalho foi aprovado pela Comisséo de Eti&xperimentacdo Animal
CEEA do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do MaratHadA,
conforme prtocolo n° 21/2014, para a execucao da pesquisa.

Essas amostras foram classificadas como amostras por conveniéncia em razéo da
disponibilidade de animais a serem abatidos. Isto pode ser explicado devido ao fato do baixo
consumo da carne de bufalo pela papéb local, implicar em uma reducao significativa no

abate desses animais.

4.3 Coleta das Amostras
As coletas foram realizadas entre os mekeagosto a dezembro de 2Qdrtge foram
coletadas amostras de fezes e tecidos dos linfonodos mesentéricos, intestinos delgado e grossc

dos animais, fixadas em solucdo de formol a 10%, armazenadas em recipientes separados e

identificados para posterior realizagédo dos prdazcde bacterioscopia ( Figura 2
4.4 Histdogia

Figura 2. Coleta dos tecidos de linfonodos mesentéricos, intestino delgado e intestino gjpgegméazenamento €
fixacdo em formo a 10% dos fragmentiestecidos de bufalos abatidos em matadouro de Vidaae Arari Ma (B).

4.4.1 Processamato dos tecidos para a histopatologia

O procesamento dos tecidos dos linfonodos mesentéricos, intedtiigado e
intestino grossofoi realizado daseguinte maneira: Nalboratério de Anatomopatologia da

Universidade Estadual do Maranhao foram efetuados os cortes das areas de interesse, e 0S
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fragmentos forantolocados em cassetes histologicos rotidatam o mesmo numero do
frasco. Em seguida, os fragmentos foragiuidos em blocos de parafirfigpds a inclusdo, os

bl ocos de parafina foram cort adosasauaisS sam, e
esticadas sobre uma lamina de vidro. Foram feitas duplicatas de cada lamina para realizacao
da coloracgéo através da técnicaHiematoxilina Eosina (HE} Técnicade coloracé de Ziehl

i Neelsen (ZN).

4.4.2 Técnica de coloracdo em Hematoxilina e Eosina (HE)

As laminas com fragmentos de linfonodos mesentéricos, intestino delgado e
intestino grosso, foram coradas pelos métodos usuais de hematoxilina e eosina para
identificacdo de lteracbes  histopatolégicas  sugestivas de  paratuberculose.

Primeiramente foram colocadas no Xilol | e Il durante 5 minutos; Alcool absoluto I, Il
[l por 3 minutos; em seguida lavadas em agua corrente e colocadas por 3 minutos na
hematoxilina e 30 segdns na eosina, lavadas em agua corrente novamente. Proceskendo
colocando em Alcool absoluto I, I, | durante 2 minutos em cada; Xilol | e Il durante 2

minutos e depois foram montadas para efetuar a leitura.

4.4.3 Técnica de coloracao de ZiehINeelsen

Para iniciar a coloracdo de Ziehl Neelsen, as laminas com fragmentos de
linfonodos mesentéricos, intestino delgado e intestino grosso foram levadas para a estufa
durante 30 minutos, para retirar 0 excesso de parafina e fixagdo do tecido na lamina. Em
sealida foram colocadas no Xilol | e Il durante 5 minutos; Alcool Absoluto |, Il, Ill durante 3
minutos cada, e lavadas em agua corrente por 5 minutos. Apés esse procedimento, a lamina
foi recoberta pelo corante fucsina fenicada e aquecida durante 5 matétbberar vapores
sem chegar a ferver. Apos serem lavados com &agua destiladae fazdescoloragdo com
solucdo de alcool &cido durante 1 minuto. Passarase novamente pela lavagem com agua
destilada e secagem com papel toalha, proeseetecobrindoa lamina com o azul de
metileno durante 30 segundos, lavagem com agua destilada posteriormente e secagem com
papel toalha, para dar inicio a outra etapa de coloracdo com alcool absoluto I, I, | durante 2
minutos cada, Xilol II, I por 2 minutos. Apossacagem foram montadas e levadas para a
leitura. A coloracéo foi realizada conforme descrito por Luna (1968); utidssoducsina
fenificada comercial (LABORCLIN).


http://www.citocamp.com.br/biopsia/he.html
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4.4.4 |solamento bacteriano

Isolamento bacteriano foi feito a partir de amostras fecais. Cel@0dede fezes
foram coletadas diretamente da ampola retal, acomédas em sacos plasticos,
identificadas, imediatamente refrigeradas e transportadas ao Laboratério de Diagndstico de
Doencas Infecciosad.DDI da UEMA.

Apoés a homogeneizacdo, 1,5 giamas de fezes foram diluidas em 35 mL de
agua destilada estéril em um tubo tipo falcon 50 ml com tampa e submetidos a agitacao e ficar
em processo de sedimentacdo por 30 minutos em tempesahbi@nte. Em seguida,
transferiuse5ml do sobrenadante pamavo tubotipo falcon 50 ml e foi encaminhado para a
centrifugaa 2800 rpms por 15 mim. Apds a centrifugacdo, descagon sobrenadante e
adicionouse 25 mL desolugdo descontaminantie cloeto de hexadecil piridinia 0,9%

(HPCi Sigma Chemical Co., Stouis, Mo.) mantewese por 18 h em temperatura ambiente.
Foram novamente centrifugados e descartado todo sobrenadante, o sedimento foi resuspenso
em 1ml de solucéo antimicrobiana (2000 mg vancomicina, 2000 mg acido nalidixico e 3 mg
anfotericina B) e médido a 37° C em estufa por 18h. Semsew,1ml da mistura em meio de

cultivo especifico de Herrold com gema de ovo (HE¥MHerrold egg yolk medium)
contendo micobactina J (Allied Monitor, Inc., Fayette, MO, EUA) para proporcionar o
crescimento da micobata (STABEL, 1997). Os meios foram mantidos em estufa a 37°C por

um periodo de 6 meses no LDDI da UEMA, sob observacao quinzenal.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram evidenciadas alteracdes histopatologicas sugestivas de paratuberculose, no
intestinodelgado, porcadinal do intestino grosso (catd e linfonodos mesentéricos através
das técnicas de HEM27% (31/115) dos bufalos abatidespram confirmadasha coloracao
de ZiehiNeelsen, com a identificagdo de bacilos al@mtloresistentes (BAARsgm 2346
(26/115) das amostras avaliadas.

5.1 Histopatologia
No intestino delgado foram encontradas lesbes caracterizadas por infiltrado

inflamatorio granlomatoso composto por macrofagos epiteliodes repleto de células gigantes

tipo Langhans na mucgsainfiltrado mononuclear na submucdbagura 3e Figura 4. Essa
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infiltracdo de macréfagos na mucosa e submucosa acompanhados da visualizagdo de BAAR a
coloracéo de ZiekhNeelsen é semelhante aos encontradoBpdrosa et al. (2015) eBrito,

(2015) em bufalogom paratuberculoseos municipios de Sadateusi MA e Sao Luisi

MA, com drofia e fusdo de vilosidades no intestino delgado de forma acentuada e multifocal

também foram observad@&gura 5.

Figura 3. Fotomicrografiado intestino delgado de bufalo, evidenciando aglomerado de células gigante
mucosa ( Circulos ). Hematoxilina e eosina. 20x



Figura 4. (A) Fotomicrografia do intestino delgado (jejuno) de bufalo, evidenciando |
granulomatosa com intengdfiltrado (setas)de células, macrofagos epitelidide e céulas gigal
na mucosa. Hematoxilina e eosina. 4(®) Infiltrado inflamatério (INF) granulomatoso,

neutrofilos, eosinodfilos, células gingantes. Hematoxilina e eosina. 100x
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Figura 5. Fotomicografia do intestino delgado (jejuno) de bufalo, evidenciando infiltr
(INF) inflamatério de macréfagos epitelioides e células gigantes, com atrofia e fusa
vilosidades (seta). Hematoxilina e eosina. 20x

Figura 6. Fotomicrografia de linfonodo mesentérico de bufalo, evidenciando o infil{iai)
difuso acentuado de macréfagos epitelidides e células gigantes tipo Langhans ( ¢

Hematoxilina e eosina. 20x
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