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“Nossa maior fraqueza estd em desistir.
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Thomas Edison



RESUMO

A paratuberculose é uma doenca infectocontagiosa, cronica, incurdvel causada pelo
Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis (MAP), atinge diversas espécies de animais,
provocando uma enterite e linfadenite granulomatosa cronica, caracterizada por sindrome da
ma absor¢do, diarreia e perda de peso, influenciando na reducdo da produtividade e causando
grande impacto na economia. Desta forma o objetivo deste trabalho € identificar e caracterizar
os casos de paratuberculose nos rebanhos bubalinos abatidos na regido da Baixada Maranhense.
Onde amostras dos intestinos, linfonodos mesentéricos e valvulas ileocecal foram coletadas de
115 bufalos abatidos em matadouros da Baixada Maranhense, para a realiza¢do do diagnostico
mediante o exame histopatoldgico utilizando as coloracdes de Hematoxilina e Eosina e Ziehl-
Neelsen. Na histopatologia pela coloracao de H&E, foram evidenciadas alteragdes sugestivas
de paratuberculose em 30% (31/115) dos bufalos. Com a colora¢do de Ziehl-Neelsen foram
visualizados bacilos dalcool-dcido-resistentes em 27% (26/115) das amostras de tecido
analisada. Pode-se concluir que o Mycobactetium avium subsp. paratuberculose esta presente

nas doencas entéricas de bufalo da Baixada maranhense.

Palavras-chave: Paratuberculose, bufalos, Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis,

PCR.



ABSTRACT

The paratuberculosis is an infectious disease, chronic, incurable caused by Mycobacterium
avium (subsp.) Paratuberculosis (MAP), a time reaches several species of animals, causing
enteritis and lymphadenitis chronic granulomatous, leading to malabsorption syndrome,
diarrhea and loss weight, influencing the reduction of productivity and causing great impact on
the economy. Therefore, the objective of this work is to identify and characterize the cases of
paratuberculosis in buffalo herds slaughtered in the Maranhese Baixada region. They collected
115 samples of buffalo intestines, mesenteric lymph nodes and provinientes ileocecal valve of
the Baixada Maranhense slaughterhouses to carry out the histopartologico diagnosis by
histological hematoxylin and eosin and Ziehl-Neelsen. Histopathology by H & E staining,
found changes suggestive of paratuberculosis found in 30% (31/115) of buffalo. With the Ziehl-
Neelsen staining were visualized acid-fast bacilli (Baars) resistant 27% (26/115) of the analyzed
tissue samples. It can be concluded that the Mycobactetium avium subsp. paratuberculosis is

present in the enteric diseases of Buffalo Baixada Maranhense.

Key words: Paratuberculosis, buffalo, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, PCR
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1-INTRODUCAO

Na Baixada Maranhense, o bufalo € encontrado pastejando em campos abertos e alagados
de forma extensiva, sem nenhuma técnica de manejo adequada as condi¢cdes ambientais, o que
torna pesquisas com este rebanho um desafio cientifico, pois além de dificil acesso em
determinadas épocas do ano, possui o habito de permanecer agrupado em pogos d’agua,
facilitando por sua vez a disseminacdo de doencas, dentre estas enfermidades destaca-se a
paratuberculose.

A paratuberculose ¢ uma enfermidade infecciosa cronica, incurdvel, que ocorre em todos
os continentes, afetando principalmente ruminantes domésticos e, com menor frequéncia,
ruminantes selvagens, equinos, suinos, lebres, raposas e roedores. O agente etiolégico &
Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (MAP) que causa enterite e linfadenite
granulomatosas (CLARKE 1997, MORAVKOVA et al. 2008). A doenca caracteriza-se por
diarreia cronica e intermitente, emagrecimento, queda de producdo e da fertilidade, bem como,
pelo aumento da susceptibilidade a outras infec¢des. A transmissdo se d4 pela ingestao de
colostro, leite ou dgua contaminados com fezes que contém o microrganismo. A infec¢do
geralmente ocorre nos primeiros meses de vida; porém a doenca se manifesta com maior
frequéncia, entre 2 e 5 anos de idade e ocasionalmente, animais jovens sdo afetados (COLLINS,
2005).

A paratuberculose € responsdvel por perdas econdmicas que ocorrem pela redugdo na
produtividade, maior susceptibilidade a outras doencas, aumento dos custos sanitarios € maior
taxa de descarte precoce (HUTCHINSON 1996). Estima-se que 5% dos bovinos com a doenga
clinica representam 50% dos animais infectados assintomaticos em um rebanho (RADOSTITS
et al. 1994). Diversos testes imunoldgicos auxiliam na identificacdo de portadores
assintomadticos, porém nao sao definitivos no que se refere a prevaléncia da doenga (STEHMAN
1990)

A importancia da doenca de Johne na saide publica se deve a sua possivel associacao
com a doenca de Crohn (CROHN et al. 1932, OKURA et al. 2012). Neste contexto,
pesquisadores tém relatado a presenca de Map no leite cru e pasteurizado (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). Esta possivel relagao com a enterite em seres humanos
€ polémica, e ainda sdo necessdrios estudos epidemioldgicos amplos, com a utilizagdo de
modernas técnicas moleculares para desvendar a real causa da doenca de Crohn e determinar

se 0 Map tem significado etioldgico primario ou se € apenas um invasor secundario (SINGH et
13



al. 2010, MOMOTANI et al. 2012). Até o momento, a paratuberculose ndo é considerada uma
zoonose (OIE 2012).

O estado do Maranhdo apresenta um lugar de destaque no panorama nacional da
bubalinocultura, concentrando o 5° maior rebanho do Brasil e o 1° na regido Nordeste, com
cercade 77.241 mil bubalinos, dos quais 61.354 cabecas vivem nos campos alagados da baixada
maranhense, segundo dados da Agéncia de Defesa Agropecudria do Maranhdao (AGED, 2015).
Apesar de desta atividade contribuir diretamente para o desenvolvimento da economia regional,
os bubalinocultores relatam uma baixa otimizacdo da atividade em virtude das perdas
econOmicas atribuidas, principalmente, a0 emagrecimento progressivo dos animais, sobretudo
nos casos de diarreia, ndo responsiva as terapias antidiarreicas convencionais, antibidticos e
soro caseiro. Neste contexto, veterinarios autOnomos realizando trabalhos com controle
sanitario de propriedades na baixada maranhense, evidenciaram nos testes de tuberculinizacao
cervical comparativo, realizados no rebanho bubalino, uma acentuada reacdo de
hipersensibilidade na tuberculina avidria, nos casos de reacao negativa para tuberculina bovina,
sugerindo que o agente causador da paratuberculose esteja presente nos rebanhos bubalinos da
regiao.

Neste contexto, estudos mais amplos sdo necessdrios para esclarecer os aspectos
epidemioldgicos e clinico-patoldgicos desta enfermidade, com o propésito de reduzir os
prejuizos e possibilitar a implementagdo de medidas de controle e profilaxia que favorecam o

crescimento da bubalinocultura no estado do Maranh3o.
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2-OBJETIVOS
2.1 Geral

Identificar e caracterizar os casos de paratuberculose nos rebanhos bubalinos abatidos

na regido da Baixada Maranhense.;

2.2 Especificos

e Verificar a presenca de Bacilos Alcool Acido-Resistentes, e lesdes microscopicas em

cortes histologicos;

e [solar o Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) em amostras fezes de

bufalos, através de cultivo bacteriano;

e Identificar Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) utilizando a “real

time” PCR 1S900.

15



3. REVISAO DE BIBLIOGRAFICA

3.1.Baixada Maranhense

Baixada Maranhense possui uma drea de 1.775.035,9 ha, e estende-se por 20 mil
quilometros quadrados nos baixos cursos dos rios Pericuma e Aura. Esta localizada na regiao
continental de oeste a sudeste da Baia de Sdo Marcos e abrange 23 Municipios. Sua
caracteristica principal ¢ a ocorréncia de terras baixas, planas, inundaveis,“caracterizada por
campo, mata de galeria, manguezais e bacias lacustres, foi incluida como sitio Ramsar devido
ao alagamento de suas terras baixas, restando apenas terras firmes onde a presenga de aves €
abundante”.(GRANZIERA,2009)

A vegetacdo da Baixada € rica e variada, com a existéncia de desde manguezais, campos
aluviais fluvio-marinhos, abertos, perto dos lagos, até densas florestas de galeria ao longo dos
rios, com babacuais formando “ilhas™ nas terras mais altas, pouco atingidas pelas enchentes.
Esté presente na regido uma rica fauna e flora aquatica e terrestre, com diversas espécies raras,
(MUNIZ, 2007)

A regido fica seis meses seca e seis meses alagadas. Na estacdo chuvosa, os rios e lagos
transbordam deixando os campos inundados. Estes sao transformados em extensos lagos rasos,
onde se desenvolve essencialmente a pecudria bubalina e a pesca artesanal. Parte das dguas é

devolvida aos rios quando seus niveis baixam. (MUNIZ, 2007).

3.2.Bubalinocultura

A criagdo de biifalos é origindria da Africa e da Asia, onde foram domesticados h4 cerca
de 7000 anos (GARCIA et al., 2005). Os bufalos domésticos pertencem a familia Bovidae, a
subfamilia Bovinae e a espécie Bubalus bubalis. Estes podem ser classificados como do tipo de
habitat em rios e em pantanos. Os de rio sd@o de coloracdo preta e possuem 50 pares de
cromossomos e os de pantano possuem coloracdo mais clara e 48 pares de cromossomos
(DAME, 2006).

A trajetdria da espécie Bubalus bubalis com origem no continente asiatico, foi levada
inicialmente a Africa, mais tarde 2 Europa e Oceania e por tdltimo 2 América (DAME, 2006).
Somente no final do século XIX a bubalinocultura foi introduzida no Brasil, pelo Dr. Vicente
Chermant de Miranda, o qual comprou buifalos Carabao Maraj6. Em 1895 foi realizada outra
importacdo de bufalos italianos. Em 1952, outra leva de bufalos vieram para o Brasil, vindos

da Italia e da India (PIMENTEL et al., 2010), fortalecendo ainda mais a criacdo no pais.
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A bubalinocultura brasileira vem apresentando elevado crescimento nas ultimas
décadas, evidenciado pelo aumento populacional desses animais em diversas propriedades e
regides, tanto na producdo de leite e abate quanto na comercializa¢do de matrizes e reprodutores
(RODRIGUES et al., 2008). Isso se da pelo fato dos bufalos serem animais que apresentam alta
rusticidade, resisténcia a doencgas e adaptabilidade a solos, e apresentarem também a capacidade
de produzir proteinas de alto valor (carne e leite) a partir alimentos fibrosos.

A bovinocultura brasileira tem passado por alteracdes na legislacdo sanitdria com a
imposicao de normas mais rigidas de qualidade de produto, além de maior exigéncia por parte
das industrias, afastando drasticamente, os pequenos produtores dessa atividade. De forma
inversa, a bubalinocultura tem crescido nas regidoes onde existem laticinios de captacdo de leite
desses animais e cada vez mais, produtores passam a explorar essa atividade, obtendo retorno
econdmico superior ao que obtinham na bovinocultura, pois seus produtos sdo mais bem
remunerados e hd menor necessidade de reposicdo, visto a maior longevidade desses animais

(BERNARDES, 2007).

3.3.Bubalinocultura na Baixada Maranhense

A Baixada Maranhense, aludida anteriormente, estd inserida na Area de Protecao
Ambiental (APA) da Baixada Maranhense, cendrio onde se concentram cerca de 70% a 90%
dos bufalos do Maranh@o. Para a introducao da bubalinocultura na Baixada, no final dos anos
1950 e inicio dos anos 1960, observou-se que ndo houve um planejamento estruturado que
permitisse prever os impactos sociais € ambientais que o animal exdtico causaria em um
ambiente ecologicamente instavel. (BERNARDI, 2005)

O alagamento dos campos, dentre outros fatores, tornou a Baixada Maranhense o
ambiente ideal para criacdo bubalina; estes foram trazidos principalmente da ilha de Maraj6
para o Maranhdo sob a justificativa de que a expansdo do setor de criacdo de bubalino como

contribuiria com a riqueza e o desenvolvimento econdmico da regido (BERNARDI, 2005).

3.4.Historico paratuberculose

A paratuberculose foi descrita pela primeira vez na Alemanha, em 1895, por Johne e
Frothingam como uma forma atipica da tuberculose em uma vaca com seis anos de idade, que
apresentava perda de peso e diarreia cronica JOHNE & FROTHIGAM 1895). A necropsia, os
autores observaram enterite sem lesdes compativeis com tuberculose intestinal, apesar de a

histopatologia revelar infiltracdo granulomatosa e BAARs. No inicio foi proposto o nome de
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enterite pseudotuberculosa, e posteriormente foi modificado para paratuberculose, ao
constatarem que se tratava de uma bactéria diferente daquela causadora da tuberculose. Anos
mais tarde, foi também denominada de doenca de Johne.

O isolamento do microrganismo foi realizado por Twort em 1910, observando o agente
da paratuberculose em tubos de inoculados e, pela inspe¢do apurada dos tubos inoculados que
resultou na constatacdo do crescimento de colOnias satélites, crescendo em culturas
contaminadas com bacilo do feno, o Mycobaterium pheli. Posteriomente, conseguiu isolar um
novo bacilo édlcool-acido-resistente (B.A.A.R) que denominou de Mycobacterium enteritidis
chronicae pseudotuberculosae bovis Johne (TWORT & INGRAM 1912).

Nos anos subsequente, houve um desenvolvimento de inimeras pesquisas sobre a
partuberculose no mundo inteiro, com um acumulo consideravel de conhecimento a respeito da
avaliacdo de teste de diagnosticos, no cultivo do agente e, na descricdo da doenga clinica. Nos
anos 20, a Doenca de Johne era descrita na Africa e na Asia e tendo inicio na Franga, os primeiro
estudos por Vallee e Ringjard com a inoculac¢io desse agente em animais e, no desenvolvimento
de vacinas. (VALLEE & RINGJARD, 1926).

Nos anos 30 a paratuberculose foi descrita pela primeira vez na América do Sul e India,
comprovando que a doenga possui uma grande capacidade de disseminag¢do nos rebanhos
mundiais, tornando-se uma ameaca direta ao desenvolvimento da atividade pecudria, devido a
sua grande resisténcia idade-independente. Nas décadas de 50 e 60 foram criadas medidas de
controle da doenga com nimeros experimentos em vacinacao e, ensaios de diagnoésticos tais
como, migracdo de leucdcitos e teste de imunofluorescéncia, com a finalidade de investigar e
identificar a participacdo dos animais subclinicamente infectados (carreadore) na cadeia de
transmissao e manutencdo do M. avium subs. paratuberculose dentro do rebanho. Nesse
periodo, foram evidenciados os mecanismos patogénicos, viruléncia, além da infeccao intra e
trans-uterina pelo isolamento do agente no ttero e sémen (CHIODINI, 1993).

Segundo Chiodini (1993) o somatério dos estudos realizados no mundo inteiro, ao longo
dessas décadas, resultou em avancos de suma importancia para a compressao da patogenia,
patologia, bacteriologia, imunologia, epidemiologia, tratamento e medidas profilaticas de
controle da paruberculose assim como para o conhecimento da biologia, fisiologia e estrutura

antigénica do M. Avium subs. paratuberculosis (CHIODINI, 1993).

3.5.Paratuberculose no Brasil
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O primeiro registro da enfermidade no Brasil foi realizado por Otavio Dupont, em animais
da raga Flamenga importados da Bélgica para o Estado do Rio de Janeiro, no entdo Posto
Zootécnico Federal em Pinheiro, e divulgado através da publicacdo de uma nota no Jornal do
Commércio do Rio de Janeiro em 05/11/1915 (DACORSO FILHO et al., 1960).

A paratuberculose foi diagnostica 1996, no municipio de Barra Mansa, Estado do Rio de
Janeiro, em um touro de seis anos de idade, da ragca Holandesa, importado da Holanda com um
ano e meio de idade para uma fazenda. Estes fatos sugerem fortemente que a enfermidade era
exotica e foi introduzida no pais através de animais importados

Darcorso Filho et al, (1960) descreveram a doenca por meio de exames
clinicopatolégicos em dois bovinos nascidos e criados no Estado do Rio de Janeiro,
provenientes dos municipios de Petrépolis e no bairro de Bangu, municipio do Rio de Janeiro.

Silva e Pizelli (1961) estudando a incidéncia de paruberculose em uma propriedade
situada no municipio de Petrépolis, Estado do Rio de Janeiro diagnosticaram um bovino
nacional da raga Jersey positivo. Paralelamente, Silva (1961) isolou, pela primeira vez no
Brasil, o Mycobacterium paratuberculosis, a partir de suspensdes de ganglios linféticos
mesentéricos de bovino. Também no mesmo ano, Silva (1961) isolou a micobactéria em ovos
de galinha embrionados, a partir da suspensd@ao do mesmo material relatado por Silva (1961) e
constatou a susceptibilidade da espécie a infeccao.

Em 1968, Silva conseguiu através da inoculacdo por via oral, de emulsdo de ganglios
linfaticos mesentéricos € mucosa intestinal provenientes de um bovino com a doenca de Johne
reproduziu a paratuberculose em ovinos. No mesmo periodo, Portugal et al. (1979) verificou
ocorréncia dois casos da enfermidade em bovinos no Estado de Santa Catarina, primeiro em
um touro da raca Normanda nacional, de cinco anos de idade, no municipio de Brusque, e o
segundo caso, em uma fémea Holandesa importada da Holanda em Florianépolis.

No Rio Grande do Sul outro caso clinico foi comprovado por Ramos et al., (1986), através
do isolamento do agente, conseguiram diagnosticar a doenca em um touro da raca holandesa,
doador de sémem em central de inseminagdo artificial,

Em Minas Gerais, Nakajima, Maia e Mota (1991) reportaram a enfermidade em uma vaca
holandesa com cinco anos de idade, importada dos EUA.

Poester e Ramos, em 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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Em 1996, Riveira verificou por meio de estudos soroepidemiolégicos uma ocorréncia de
45,5% de animais reagentes para enfermidade, através do teste de ELISA, em cinco
propriedades no Mato Grosso do Sul, bem como, no Estado de Sao Paulo estimou, o0 mesmo
autor, 65% de sororeagentes.

Em 1999, Driemeier et al. descreveram oito casos clinicos de paratuberculose no
municipio de Capela de Santana, Estado do Rio Grande do Sul, com histérico de importacdo de
vacas da Argentina.

Fonseca et al. (2000) utilizando o teste de ELISA para diagnostico da doenga, observaram
em 20 rebanhos do Estado de Sdo Paulo uma incidéncia de 37,9% de vacas soropositivas.

Ferreira, Fonseca e Lilenbaum (2001), através do teste de ELISA, identificaram
anticorpos contra Mycobacterium paratuberculosis em 45 propriedades localizadas em diversos
municipios do Estado do Rio de Janeiro, com 18% de animais soropositivos distribuidos em
82% das propriedades.

Rio Grande do Sul, Gomes et al., em 2000, isolaram Map em amostras provenientes de
oito vacas holandesas, importadas da Argentina, no municipio de Capela de Santana e,
identificaram a infeccdo em 39,8% dos bovinos submetidos ao teste de ELISA indireto. No
mesmo periodo, Dias et al., em 2002, realizou na Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), o isolamento do Map a partir de fezes de bovinos procedentes de um rebanho da
Paraiba.

Cunha et al. (2003) descreveram um caso da enfermidade, em bovino macho de cerca de
quatro anos, da raca Blond D Aquitane, no Estado de Goiés.

Em 2005, Silva relatou a paratuberculose em bovinos de corte em diversos municipios do
Estado do Para.

Ristow et al. (2006), detectaram a doenca através da sorologia, cultivo microbiano e
exames anatomo-histopatologicos, em rebanho bovino, no Estado do Rio de Janeiro.

Em 2007, Mota et al., relataram a enfermidade, através do isolamento do agente, sorologia
e exames anatomohistopatoldgicos, em rebanhos leiteiros na regido de Zona da Mata em
Pernambuco,

Em 2008, Oliveira et al., descreveram dois casos de paratuberculose em bovinos no
Estado da Paraiba. O primeiro era uma fémea mestica de trés anos, do municipio de Sao José
de Pinharas, oriundo recentemente do Estado do Pernambuco, e o segundo, um macho holandés

de trés anos oriundo do municipio de Passagem.
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Em 2009, Mota et al. relataram a ocorréncia de paratuberculose em rebanho bovino
leiteiro da raca Gyr na Paraiba.

Em 2010, Mota et al. observaram a ocorréncia de paratuberculose em cinco bubalinos
criados em regime semi-intensivo em fazendas no estado de Pernambuco. No mesmo ano,
foram relatados, casos clinicos de paratuberculose bubalina em duas regides do pais; o primeiro
caso foi descrito na regido nordeste, estado de Pernambuco por Mota et al. (2010).
Posteriormente, Dalto et al. (2012) relataram um rebanho bubalino infectado por Map na regiao
Sul, no estado do Rio Grande do Sul.

Em 2012, Medeiros et al, encontraram, através da determinacdo de anticorpos pelo
ELISA para o Map, a doenca subclinica em caprinos e ovinos de 14 municipios do semidrido
Paraibano, verificando uma frequéncia média de caprinos 44,86+22,91% e em ovinos de
52,96+31,49, na Paraiba.

Em 2013, Yamasaki et al, descreveram os aspectos clinico-patoldgicos da
paratuberculose em bovinos leiteiros situados em propriedades do municipio de Rio de Claro,
regido Sul do estado do Rio de Janeiro.

Barbosa et al. (2015), empregando a técnica de bidpsia retal associada a histopatologia
e Ziehl-Neelsen (ZN) para diagnéstico da paratuberculose em propriedades bubalinas no estado
Maranhao, observaram uma frequéncia de 4,3% (6/140) dos bufalos apresentando bacilos
alcool-4cido resistentes (BAAR) no Ziehl-Neelsen, e 5,71% (7/140) tiveram amplificacao do

material genético na qPCR.

3.6.Agente etiologico
O Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, ¢ um bacilo dlcool-acido resistente,

Gram-positivo, intracelular e cultivdvel, que apresenta crescimento lento, com tempo de
duplicagdo “in vitro” entre 22 e 26 horas (BANNANTINE et al., 2003); quando observado ao
microscopio, geralmente apresenta-se em pequenos aglomerados. Sob condigdes, 6timas, sao
necessdrias, aproximadamente, 16 semanas para se formarem coldnias visiveis (OIE, 2012).

O microrganismo necessita de um longo periodo incubado em meio de cultura no
laboratdrio para o seu crescimento, essa desvantagem acaba limitando sua utilizacdo para o
diagndstico rotineiro. Um empecilho, para o isolamento do Map, estd associado a varios fatores,
tais como a composi¢cdo do meio de cultura, a natureza da amostra clinica (sangue, fezes, leite,
tecido), o uso ou nao de um protocolo de descontaminacdo, o estdgio (recente ou avangado) e
a forma (clinica ou subclinica) da infeccao (TIMMS et al., 2011). Assim como outras

micobactérias, possui caracteristica que lhe conferem alta resisténcia a processos quimicos
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(coloracao da dgua) (WHAN et al., 2001) e fisicos (pasteuriza¢do), (GRANT et al., 1999), com
parede celular espessa, composta principalmente por lipideos (THOREL et al., 1990).

3.7.Aspectos epidemiolégicos

O bovino ¢ a espécie mais acometida pela doenga, entretanto ja foi descrita em ovinos,
caprinos, ruminantes silvestres, suinos, coelhos, raposas e recentemente foi relatada em
equinos. A principal forma de introducdo da doenca em rebanhos livres, estd associada aos
animais portadores do Map na forma subclinica. A infec¢ado estd estritamente ligada com faixa
etdria, geralmente ocorrendo nos primeiros meses de vida, com predilecio por animais jovens,
porém a doenca se manifesta com maior frequéncia, entre 2 e 5 anos de idade. (OIE, 2012).

Os bovinos infectados, normalmente sdo aqueles que entraram em contato com o Map
nas primeiras semanas de vida (TAYLOR, 1953); alguns deles desenvolvem a enfermidade e
outros, em sua maioria, permanecem assistematicos, eliminam o agente dentro do rebanho.

O contégio entre animais faz-se principalmente pela contaminacao oro-fecal em 80%
dos casos. A infeccdo nos animais jovens ocorre, no momento da amamentagdo, através do
contato com tetas contaminadas com as fezes, pela ingestdo de colostro ou leite de vacas
infectadas, além disso, ndo possuem seu sistema imunolégico completamente desenvolvido,
aumentando os riscos de infeccdo (MOMOTANI et al., 1988).

Alguns fatores intrinsecos restritos aos bezerros lactentes contribuem para a maior
susceptibilidade dos animais jovens a infec¢do pelo Map, como a maior acidez intestinal quando
comparado aos adultos, fato que favorece a sobrevivéncia da micobactéria (RICHARDS, 1981).

O 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
contrdario de locais com solos dcidos onde hd registros de ocorréncia de sinais clinicos
acentuados. Este fato estd aparentemente relacionado ao efeito do pH na assimilacdo do ferro
pelo Map; ou melhor, um ambiente 4cido aumenta a captacdo do ferro pela micobactéria
(JOHNSON-IFEARULUNDU et al., 1997).

O ferro é um elemento essencial para a maioria das bactérias, sua disponibilidade e
sequestro estdo associados com a viruléncia e sobrevivéncia bacteriana. Bactérias e fungos
produzem receptores de membrana especificos para o transporte do ferro, e excretam
sider6foros, complexos soliveis de ferro, que sdo captados por receptores de membrana da
bactéria e, posteriormente liberados na célula por hidrélise do quelador (BARCLAY, 1985 apud
JOHNSON-IFEARULUNDU et al.,1997). A maioria das espécies do género Mycobacterium
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spp produz dois sider6foros: micobactina e exoquelina (SNOW, 1970; FISS et al., 1994 apud
GOMES, 2002). O Map ndo produz micobactina o que o torna incapaz de sequestrar o ferro
fora do hospedeiro; esta dependéncia foi comprovada “in vitro” através da adi¢ao de
concentracoes elevadas de ferro ou suplementacdo com micobactina ao meio de cultura. A
dependéncia a micobactina ndo € exclusiva do Map, outras espécies tais como M. avium subsp.
silvaticum e outras cepas de M. avium também apresentam esta caracteristica (COCITO et al.,
1994). Lambrecht e Collins (1992) demonstraram que a alteracdo do pH do meio e a
concentracdo de ferro influenciaram o crescimento do Map na auséncia de micobactina, e
relataram crescimento 6timo em pH entre 5,5 e 6,0. A dependéncia a micobatina pode ser
substituida pela acdo de altas concentracdes de ferro no meio artificial de cultivo (COCITO et
al., 1994).

As altas taxas de concentracdo de lactoferrina e transferrina presentes no colostro
ingerido pelos bezerros (MOMOTANI et al., 1988), promovem uma a¢do antimicrobiana, no
entanto, aumentam a sobrevida do Map, em decorréncia da formacao de complexos moleculares
com o ferro utilizado pela micobactéria para a producdo de micobactina, tanto pelo Map
(MOMOTANI et al., 1988a) como por outras bactérias, tais como, coliformes, salmonelas e
pseuddémonas.

Anticorpos maternais liberado no leite podem agir como opsoninas, e auxiliam na
penetracdo da micobacteria nas células M e enterdcitos (MOMOTANI et al., 1988).

Outras condi¢des como carga de microrganismos, idade, estresse, doencas
imunossupressivas e periodo pds-parto sdo considerados fatores desencadeantes do processo e
influenciam na susceptibilidade dos animais a infeccao (STABEL, 1998).

Um fator que contribui para alto risco da infec¢do € a criagao de bovinos em sistema de
confinamento, devido ao fato da grande contaminacdo do ambiente com fezes de animais
infectados, que favorece a manutengcdo do Map dentro do rebanho. No pasto, o agente persiste
por longos periodos e em condicdes favordveis, e pode permanecer infectante por mais de um
ano; a micobactéria é sensivel a luz solar e ao ressecamento e sua sobrevivéncia é reduzida por
contato constante com fezes e urina no ambiente. (JOHNSON-IFEARULUNDU et al., 1997).

Outras formas de transmissdo sdo, contdgio inter-espécies o qual afirma a possibilidade
de infeccdo de ovinos com bovinos, caprinos, cervideos vice-versa; a infec¢do ocorre de forma

vertical trans e intra-uterina para o feto ou por s€men de machos infectados (OIE, 2012).
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A transmissdo ocorre com mais frequéncia em animais que permanecem em
confinamento e esta pode ser uma das razdes para a maior prevaléncia da doenca ser em
rebanhos leiteiros se compararem com os de corte (MERKAL et al, 1998).

A ocorréncia da doenca raramente € maior do que 5% em animais adultos e a
mortalidade € menor que 1% ao ano. Estima-se que em um rebanho, para cada caso clinico de
paratuberculose existam entre 15 a 25 animais subclinicos (SWEENEY, 1996).

Atualmente no Brasil, foram relatados varios casos de paratuberculose em bovinos
nascidos e criados no pais, com isso, pode-se afirmar que a importagdo de bovinos infectados
ndo € mais considerado um aspecto epidemiolégico importante, ( GOMES et al, 2002; MOTA
et al., 2007;).

Estudos realizados no Brasil, com bezerro de rebanhos bubalinos, criados no sistema de
aleitamento natural diretamente do tibere e vérios bezerros mamavam coletivamente nas fémeas
lactantes, relataram que esta condicao pode favorecer os indices de animais soropositivos na
propriedades, (DALTO et al.,2012).

Uma ferramenta valiosa em investigagdes epidemioldgicas € a identificagdo de
diferentes cepas de microrganismos (KAUR et al. 2011), possibilitando determinar, por
exemplo, a fonte de infeccdo, os fatores de risco que influenciam na transmissao do patdgeno,
se a infeccdo € resultado da introdu¢do de um animal proveniente de outro rebanho ou se esté
associada ao contato com o ambiente contaminado da propriedade. Isto facilita a avaliacdo de
programas de controle regionais e ado¢cdo de medidas sanitarias estratégicas, direcionado para

cada rebanho (MOTIWALA et al. 2006).

3.8.Patogenia

ApOs a ingestdo de dgua ou alimentos contaminados, os bacilos sdo fagocitados pelas
células M, que tém a funcao de recobrir as placas de Peyer e carrear os antigenos da barreira
epitelial do limem intestinal para o tecido linfoide. As células M sdo a via de infec¢do para
alguns patdgenos e porta de entrada do antigeno para iniciar as respostas imunolégicas de
protecdo, sendo o caminho mais curto para a corrente sanguinea (COUSSENS et al. 2010,
FUKUDA et al. 2011).

As micobactérias sdo transferidas da lamina propria da mucosa do ileo para os
macréfagos (STABEL, 2010). Uma vez dentro de macréfagos, o patdégeno persiste e se

multiplica no interior do fagossomo; a capacidade de permanecer no meio intracelular se deve
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a habilidade da micobactéria em bloquear a fusao do fagossomo com o lisossomo (Gatfield &
Pieters 2003, Rohde et al. 2007).

A susceptibilidade dos animais jovens a infec¢@o estd associada a duas caracteristicas
do sistema imunitdrio, como imaturidade dos macréfagos em animais jovens associado ao
maior volume de tecido linfoide intestinal organizado no ileo pode ser uma das causas da
(MOMOTANI et al., 1988a).

A tentativa, ineficaz, dos macré6fagos em conter a multiplicacdo intracelular dos bacilos,
resulta na liberacdo de fatores soluveis, os quais recrutam novas células inflamatdrias para o
local da infecgdo. O efeito dessa invasdo tecidual pelos bacilos tem como resultado a
multiplicacdo dos macréfagos e consequente formagdo atipica de granulomas nos segmentos
mediano e distal do intestino delgado, caracteristica encontrada na doenca de Johne (TIWARI
et al., 2006; COUSSENS et al., 2010). Outro carater relevante na patogénese do Map se deve
ao fato de ndo produz toxinas ou fatores de viruléncia e ndo causa lesdes celulares, resultando
na formagdo de células gigantes como parte da reacdo de hipersensibilidade tardia e,
consequentemente, ocorre o espessamento do tecido intestinal pelo acimulo das células
inflamatorias, o que pode comprometer a absorcao de nutrientes, a vascularizagdo e a drenagem

linfatica (CHIODINI et al., 1984; COUSSENS et al., 2010).

3.9.Sinais clinicos

A manifestacio dos sinais clinicos ocorre em animais adultos e afeta, em média, 10%
do rebanho, ( OLSEN et al., 2002).

Os sinais clinicos sdo observados em bovinos a partir de 24 meses de idade,
normalmente naqueles animais que se infectaram nos primeiros meses de vida; quando se inicia
a manifestacdo clinica, a enfermidade encontra-se j4 na sua fase terminal e resulta em morte do
animal. Apesar de os animais apresentarem apetite normal ou exacerbado, observa-se perda
progressiva de peso, desidratacdo, diarreia intermitente, profusa, homogénea, semifluida ou
liquida, ndo responsiva a tratamentos e que, progressivamente, em bovinos, torna-se continua
e eliminada sob forma de jato. (BUERGELT et al., 1978)

O acentuado aglomerado de células inflamatérias, principalmente na mucosa e
submucosa intestinal, desencadeia a chamada sindrome da mda absor¢cdo, o que diminui a
assimilacdo de nutrientes, reduz a produtividade e causa o declinio da condi¢do corporal,
acarretando uma perda considerdvel na producdo animal (CHIODINI et al., 1984; CLARKE,
1997).
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A paratuberculose subclinica esté relacionado com um aumento dos sinais inespecificos
com diminui¢do da producdo de leite e transtornos reprodutivos € a mais incidéncia de mastite

dentro do rebanho (CORPA et al. 1998).

3.10.Diagnéstico

O diagnoéstico da paratuberculose é baseado em aspectos importantes, tais como,
observacao dos sinais clinicos tipicos, identificacio do Map em amostras de fezes através da
microscopia (coloracdo para evidenciacio de BAARSs), do isolamento do agente em meio de
cultivo especifico ou pela detec¢do de DNA da micobactéria. Na necropsia, pode ser observada
lesdes caracteristicas da doenca no intestino. Além da demonstracdo de BAARs em esfregacos,
histologia e/ou isolamento de Map em cultivo bacteriano especifico para confirmagdo de
diagndstico laboratorial (OIE, 2012).

A fase subclinica da infec¢do o diagndstico pode ser feito através da sorologia ou do
isolamento do Map em cultivo bacteriano, a partir de fezes ou tecidos coletados a necropsia.
Outra metodologia utilizada € o teste do inferferon-gama para demonstrar a resposta celular
mediada (OLSEN et al., 2002).

A eleicao de uma determinada técnica laboratorial depende das circunstancias e do grau
de sensibilidade diagndstica necessdria para deteccao da infeccdo em nivel individual ou de
rebanho (OIE, 2012). No entanto, a ineficiéncia dos testes laboratoriais para detec¢do dos
animais na fase clinica ou subclinica da doenca é o principal empecilho no diagnéstico e

controle da doencga de Johne (SIGURDARDOTTIR, et al., 1999).

3.10.1.Testes sorolégicos
Os principais testes soroldgicos utilizados para detec¢do de anticorpos contra a doenca
de Johne sdo o ELISA, imunodifusio em agar-gel e fixagdo de complemento e para detectar a
imunidade celular utiliza-se o teste de interferon gama (OIE, 2012). Existe uma ampla
variedade de testes utilizados para diagndstico presuntivo da paratuberculose, no entanto,
quando comparado ao cultivo fecal, nenhum deles € sensivel o suficiente para detectar a

infeccdo subclinica (TIWARI et al., 2006).

3.10.2.Cultivo bacteriano
No cultivo bacteriano sdo comumente utilizados os meios de Herrold egg yolk medium

(HEYM), meio de Dubbos modificado, Middlebbrook e Lowenstein-Jensen acrescidos com
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micobactina (JORGENSEN 1984, OIE 2012). As caracteristicas morfoldgicas das colonias de
Map dependem do meio utilizado; em HEYM observam-se pequenas coldnias com cerca de
2mm de didmetro, convexas e lisas, enquanto que, no Middlebrook apresentam-se com aspecto
rugoso. Sob condi¢gdes Gtimas, sao necessdrios aproximadamente quatro meses para se tornarem
visiveis (COLLINS, 2003).

A dependéncia do Map a micobactina tem sido amplamente utilizada como sua
caracteristica taxondmica, no entanto, a maioria das micobactérias nao produz esta substancia.
M. paratuberculosis, M. silvaticum e alguns isolados primdrios de M. avium ndo possuem a
capacidade de produzir a micobactina e dependem da sua adicdo para crescer em meio de
cultivo. Portanto a dependéncia a micobactina ndo se restringe apenas ao Map (THOREL,
1991).

O cultivo bacteriologico ¢ considerado o teste “gold standard” (OIE 2012), no entanto,
estudos demonstraram que o cultivo bacteriano ¢ um método impraticivel para fins de
diagnéstico devido, principalmente, ao prolongado periodo de tempo necessdrio para
isolamento do agente, frente aos novos testes que conferem maior rapidez, sensibilidade e
especificidade nos resultados, tanto para confirmagdo da infec¢do quanto para estimar o grau

de infec¢@o no rebanho (BEHR & COLLINS 2010, TIMMS et al. 2011).

3.10.3.Achados de necropsia

Na necropsia observam-se, vasos linfaticos proeminentes, esbranquicados € com
aspecto tortuoso, que pode se estender da serosa intestinal até o mesentério; € um achado
macroscépico que conduz ao diagndstico presuntivo da paratuberculose a necropsia, nos casos
avancgados da doenca de Johne, (BUERGELT et al., 1978).

Lesoes mais especificas sdo encontradas no intestino delgado e, em casos mais graves,
se prolongam desde o duodeno até o reto; caracterizam-se por espessamento da parede
intestinal, em que a mucosa adquire aspecto cerebroide e/ou anelado devido a formacdo de
rugas e pregas transversais, além disso, apresenta aspecto microgranular em sua superficie
(CLARKE, 1997; CHIODINI et al., 1984).

No estigio mais avancado da doenca os linfonodos mesentéricos encontram-se
edematosos, aumentados de tamanho e ao corte, protrai e flui grande quantidade de liquido
leitoso (BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; DRIEMEIER et al., 1999; YAMASAKI et
al., 2010).
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3.10.4.Histopatologia

Em bovinos com sinais clinicos da enfermidade e com lesdes difusas, foram
denominadas duas classifica¢des: forma “paucibacillary” ou tuberculoide e “multibacillary” ou
lepromatosa. Na forma “paucibacillary” ou tuberculoide, o infiltrado inflamatorio ¢ composto
de linfécitos e alguns macréfagos contendo poucas micobacterias; esta forma estd relacionada
a marcada resposta imune celular e corresponde ao inicio ou fase latente da infeccdo
(BUERGELT et al., 1978, DACORSO FILHO et al., 1960; DRIEMEIER et al., 1999; PEREZ
et al., 1996)

Na forma “multibacillary” ou lepromatosa hé intensa infiltracdo granulomatosa com
formacdo de células gigantes de Langhans que contém intimeras BAAR em mucosa e
submucosa do intestino delgado e grosso, com proliferagdo fibrobldstica ao redor dos plexos
nervosos de Meissner e de Auerbach; na subserosa encontram-se linfangiectasia e linfangite
granulomatosa. As sec¢des dos linfonodos mesentéricos apresentam igualmente, lesdes de
natureza granulomatosa, na zona cortical, paracortical e medular, e presenca de BAAR. Esta
forma estd associada a forte resposta humoral. (CARRIGAN & SEAMAN, 1999; YAMASAKI
et al., 2010).

3.10.5.Imuno-histoquimica (IHQ)

O teste de THQ, tanto de doencas infecciosas quanto de neoplasias, em tecidos
congelados ou fixados em formol tem sido utilizado com frequéncia no diagnéstico veterinario
(WEBSTER et al., 2010). Apresenta grandes vantagens principalmente na deteccao de agentes
infecciosos. Em alguns casos, o teste apresenta alta sensibilidade e especificidade, sendo a
técnica considerada “gold standart”, como por exemplo, em doencas causadas por prions.

A presenca “in situ” do agente infeccioso e ou antigeno pesquisado, proporciona maior
acurdcia ao diagnostico e auxilia na compreensado da patogénese (BREES et al., 2000; DABBS,
2010); além disso, minimiza as possibilidades de diagnéstico falso-positivo devido a
imunorreacdes inespecificas. Outra vantagem da IHQ € a realizacdo da técnica em tecidos
fixados e incluidos em parafina, o que permite a deteccdo de antigenos em situagdes em que
ndo hé disponibilidade de tecidos frescos ou agentes infecciosos que ndo sdo comumente
cultivdveis em laboratdrios; e ainda, possibilita a realizagao de estudos retrospectivos quando

ha disponibilidade de arquivos de tecidos incluidos em parafina (WEBSTER et al., 2010).

3.10.6.Reacao da polimerase em cadeia (PCR)
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A PCR € uma ferramenta de diagndstico rdpida e especifica, mas ainda ndo sensivel o
suficiente para deteccao de DNA em casos contendo poucos BAARs (GWOZDZ et al., 1997).
A sensibilidade do teste depende da efici€éncia do isolamento do DNA a partir de amostras
clinicas, das condi¢des da amplificacdo e do método de deteccdo dos produtos da PCR. No
entanto aproximadamente 1010 cépias de fragmentos com 100pb sdo necessdrios para tornar
possivel a visualizacdo das bandas no gel (ALTWEGG, 1995). Além disso, a especificidade
também € questiondvel. Portanto, a especificidade e sensibilidade do teste PCR devem ser
melhoradas através de modificagdes e adicdes de etapas nos protocolos ja descritos, tais como,
o real-time PCR, métodos de hibridizacdo, determina¢do de produtos da PCR com enzimas de
restri¢do, sequenciamento, PCR-ELISA e ou nested-PCR (EELES et al., 1992; POLJAK et al.,
1996).

Diversos autores propuseram métodos de diagnostico molecular em tecidos fixados em
formol e incluidos em parafina ( BARCELOS et al., 2008); a técnica oferece vantagens em
relacdo a identificagdo convencional através do cultivo dependente de micobactina (COUSINS
et al., 1999). MCFADDEN et al. (1987a, 1987b) identificaram o elemento de insercao
denominado IS900 no genoma do Map; hd de 15 a 20 copias e seu tamanho equivale a 1451pb
do qual 66% é G + C (COLLINS et al., 1999). No entanto, Map estd intimamente relacionado
com organismos ambientais do complexo M. avium, particularmente M. avium subsp. avium o
qual apresenta 97% de homologia do DNA de isolados de Map e o IS900 jé foi confirmado em
Mycobacterium sp. (ENGLUND et al., 2002; BANNANTINE et al., 2002). Nestes casos
sugere-se a utilizagdo de enzima de restricdo nas amostras positivas para confirmar se a
sequencia amplificada é compativel com Map (COUSINS et al., 1999).

A PCR tem sido utilizada para detectar a presenca de Map no leite “in natura” (BOLSKE
& HERTHNEK, 2010), fezes de bovinos (ALINOVI et al., 2009; BOLSKE, HERTHNEK,
2010), sangue periférico de bovinos (, KHOL et al., 2010), raspado intestinal de bovinos e
bufalos (KHAN et al., 2010), sémen de bovinos (HERTHNEK et al., 2006) e buiifalos (KHOL
et al., 2010) e em intestino de seres humanos com a doenca de Crohn (SANDERSON et al.,
1992).

As sequéncias de DNA denominadas ISMav2, ISMap2 e {57 sdo consideradas
especificas para Map e ndo ha relatos da sua ocorréncia em outras micobactérias

(BANNANTINE et al., 2002).

3.11.Tratamento
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Nao h4 tratamento comprovado contra a paratuberculose (NRCNA, 2003). O uso de
drogas antimicobacterianas ameniza os sinais clinicos e a excre¢do do microrganismo pelas
fezes, porém nao é capaz de eliminar completamente a infec¢do (JOHNSON-IFEARULUN et
al., 1997). A utilizacdo de medicamentos farmacoldgicos ndo se aplica ao tratamento da
paratuberculose em ruminantes, mesmo que possam ser obtidas pequenas melhoras com o uso
de drogas com a hidrazina ou estreptomicina, além do que, na grande maioria, o custo do
tratamento supera o valor estimada dos animais, tornando-se uma pratica economicamente

inviavel ao bolso do produtor (LARSEN et al. 1975) .

3.11.Controle

O controle da doenca torna-se fragilizado, em virtude da natureza insidiosa da doenca
de Johne, ao lento desenvolvimento das lesdes intestinais € a baixa sensibilidade dos testes
diagnésticos disponiveis, particularmente na populacdo de animais infectados e assintomaticos
(CHIODINT et al., 1984; COCITO et al., 1994; NRCNA, 2003; OIE, 2012).

As medidas de controle estabelecidas se referem ao descarte e abate de vacas com sinais
clinicos, rotina de higiene das instalacdes, separacdo de bezerros dos animais adultos e
fornecimento de colostro e leite proveniente vacas negativas para paratuberculose (CHIODINI
et al., 1984), aquisicdo de animais oriundo de rebanho livre de paratuberculose, bem como a
realizacdo de testes soroldgicos semestrais para identificar e abater os animais reativos

(THOEN & HAAGSMA, 1996).

3.11.1.Vacinas

As vacinas reduzem a manifestacio dos sinais clinicos e a quantidade de
microrganismos eliminados nas fezes (SHERMAN, 1987); é empregada em regides onde a
paratuberculose causa perdas econdmicas significativas (HUYGEN et al., 2010). E provavel
que os fatores inerentes a formulacdo das vacinas tém reduzido a indu¢do dos mecanismos
celulares inato e adaptativo essenciais para eliminacdo efetiva de Map na infeccdo primaria,
particularmente na susceptibilidade dos animais neonatos e supressao da resposta imune frente
a infecc¢do, o que minimiza, desta forma, o aparecimento dos sinais clinicos (HUYGEN et al.,
2010; NIELSEN; TOFT, 2008). A maioria dos programas de controle para a paratuberculose
prioriza a reducao da intensidade dos sinais clinicos, pois a erradicacio da infec¢cao do rebanho

parece ser uma tarefa invidvel, devido em parte, a insensibilidade dos testes diagndsticos; a
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permanéncia de animais infectados no plantel atua com fonte de infec¢do de novos animais
(HUYGEN et al., 2010).

A implementagdo de programas de vacina pode ser uma alternativa em determinados
paises, porém, nao tém sido alcangadas formulacdes de vacinas que fornecam protecdo a todos
os animais do rebanho, que previna a elimina¢dao de Map ou ainda, que confira total protecdo
contra a infecc@o. As vacinas frequentemente causam a formacdo de grandes granulomas no
local da inoculacdo (WINDSOR & EPPLESTON, 2006) e induzem as reagdes cruzadas com
anticorpos contra tuberculina bovina. Sua maior desvantagem € a forte interferéncia nos
resultados dos testes imunoldgicos o que impossibilita a distingdo entre animais com
paratuberculose e tuberculose bovina (MUSKENS et al., 2002; OIE, 2012) e com isso, pode
interferir no Programa Nacional de Controle e Erradicagcdo da Brucelose e Tuberculose (MAPA,

2000).

4-MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

A Baixada Maranhense esta inserida na Mesorregidao Norte Maranhense, limitando-se
ao Norte com o litoral e o Oceano Atlantico, ao Sul com a regido dos cocais, a Leste com a
regido pré-Amazonica e ao Oeste, com o cerrado.

Localizada sob as coordenadas 01°59*-04°00“S; 44°007-45°33*“W, abrangendo uma
area total de 17.579,366 Km?, (IBGE, 2014), a regido constitui uma ampla diversidade de ricos
ecossistemas, tais como rios, lagos, estudrios e dreas alagéveis, fazendo parte da Amazonia
Legal Brasileira. E formada pelas bacias hidrogrificas dos rios Mearim, Pindaré, Grajad,
Pericuma, Turiagu e Aurd, que durante o pico das chuvas, entre os meses de abril e maio,

acabam transbordando e suas dguas inundam as planicies da regido, mantendo os campos

submersos durantes praticamente seis meses do ano (VASCONCEEKOS, 2012) (Figura 01)

— ——
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Fonte: http://fetaema.org.br/baixadamaranhense.htm

Figura 1. Mapa da Baixada Maranhense.

4.2. Amostragem

O presente estudo foi realizado na populacdo de bufalos da baixada maranhense,
abatidos em matadouros dos municipios de Viana- MA e Arari-MA, que recebiam uma grande
demanda de animais, proveniente de vdrias cidades da regido.

Tendo em vista a procedéncia dos animais através do Guia de Transporte Animal
(GTA), fornecido pelo técnico responsdvel do abatedouro, foram selecionadas 115 (n= 66
fémeas) e (n=49 machos) com idade acima de 36 meses das racas de Murrah, Mediterraneos e
seus mesticos, assintomdticos. Esse trabalho foi aprovado pela Comissio de Etica e
Experimentacdo Animal - CEEA do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual
do Maranhao - UEMA, conforme protocolo n°® 21/2014, para a execu¢do da pesquisa.

Essas amostras foram classificadas como amostras por conveniéncia em razdo da

disponibilidade de animais a serem avaliados.

4.3. Caracterizacao macroscopica da lesao
As amostras das mucosas intestinais, linfonodos mesentéricos e valvulas ileocecais,
oriundas dos animais abatidos, foram avaliadas segundo as suas caracteristicas macroscopicas:

espessamento da mucosa intestinal e aumento de volume dos linfonodos mesentéricos.

4.4. Coleta de fragmentos de tecido

Entre os meses de setembro de 2014 a marco de 2015 foram realizadas visitas
quinzenais, onde foram avaliados e coletados fragmentos de diversos 6rgaos; as amostras foram
fixadas em solucdo de formol a 10% e tamponada com carbonato de cdlcio.

Em recipientes separados e identificados, fragmentos de diferentes por¢des do trato intestinal
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e linfonodos mesentéricos foram coletados, no intuito de avaliar o 6rgdo, desde o duodeno até
o reto. O processamento dos tecidos foi realizado pelos métodos usuais para exame histoldgico,
embebidas e incluidas em parafina, cortadas a 5u e coradas pela hematoxilinaecosina (HE).
Também foi realizada citopatologia a partir de material coletado por raspagem de mucosa de
diversas regides do trato intestinal e “imprint” de fragmentos de linfonodos mesentéricos. Apds
secagem, as laminas foram fixadas em metanol por cerca de 5 minutos, e submetidas a

coloragao de Ziehl-Neelsen.

4.5. Histopatologia

Ap6s a fixagdo foi realizada a desidratacio dos fragmentos em banhos de dlcool absoluto;
a diafanizacdo, em xilol, seguido de banho de parafina a 60°C e por tltimo, incluidas em blocos
de parafina. Depois, foram cortadas a Sum e coradas pela hematoxilina-eosina (HE) no
Anatomopatologia da Universidade Estadual do Maranhdo-UEMA. Cortes de todas as seccdes
de intestinos delgado e grosso, linfonodos mesentéricos e outros 6rgaos que apresentaram
infiltrado inflamatério granulomatoso foram corados pela técnica de Ziehl-Neelsen, para
evidenciacao de BAARs no laboratério de Diagndstico de Doengas Infecciosas da Universidade
Estadual do Maranhdao-UEMA. A colorac¢do foi realizada conforme descrito por Luna (1968);
utilizou-se fucsina fenificada comercial (LABORCLIN).

4.6. Isolamento bacteriano

Isolamento bacteriano a partir de amostras fecais Entre os meses de setembro de 2014 a
marco de 2015, foram realizadas coletas de fezes; nestas, 115 amostras de cerca de 100g de
fezes foram coletadas diretamente da ampola retal, acondicionadas em sacos pldsticos com
identificadas, imediatamente refrigeradas e transportadas ao Laboratério de Diagndstico de
Doengas Infecciosas - LDDI da UEMA.

Ap6s a homogeneizagdo, 1,5 a 2 gramas de fezes foram diluidas em 35 mL de 4gua
destilada estéril em um tubo tipo falcon 50 ml com tampa e submetidos a agitacio e ficar em
processo de sedimentagdo por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, transferir Sml
do sobrenadante para novo tubo tipo falcon 50 ml e centrifugar a 2800 rpms por 15 mim. Apds
a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante e adicionou-se 25 mL de hexadecylpyridium
chloride monohydrate a 0,9% (HPC — Sigma Chemical Co., St Louis, Mo.) manteve-se por 18
h em temperatura ambiente. Foram novamente centrifugados e descartado todo sobrenadante,

o sedimento foi resuspenso em Iml de solu¢do antimicrobiana (2000 mg vancomicina, 2000
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mg 4cido nalidixico e 3mg anfotericina B) e mantido a 37° C em estufa por 18h. Semeou-se
0,1ml da mistura em meio de cultivo especifico de Herrold com gema de ovo (HEYM - Herrold
egg yolk medium) contendo micobactina J (Allied Monitor, Inc., Fayette, MO, EUA) para
proporcionar o crescimento da micobatéria (STABEL, 1997). Os meios foram mantidos em

estufa a 37°C por um periodo de 6 meses no LDDI da UEMA, sob observa¢do quinzenal.

4.7. Reacao da Polimerase em Cadeia em Tempo Real (QPCR)

Apos exame visual dos meios de cultivo Herrold, fez-se esfregaco das colOnias
morfologicamente compativeis com o Map e, em seguida, fez-se coloracdo de Ziehl-Nielsen;
amostras positivas nesta coloragdo foram submetidas ao teste qPCR IS900 no Laboratério de
Bacterioses dos Animais Domésticos da UFRPE.

Em “eppendorf” uma a duas colonias foram diluidas em 50uL de agua destilada estéril
e colocadas em banho maria a 100°C, por 20 minutos. A extracdo do DNA foi realizada com o
kit de extracdo Qiamp DNA Stool (Qiagen cat. 51504), conforme instrucdes do fabricante. Apos
as extracOes dos DNAs, as reacdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de
25,0mL contendo: SuL. de DNA gendmico; 1uL dos primers especificos para IS900 a 10uM
(DF: 5°-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ e 0 DR-1: 5’-CCGTAACCGTCATTGTCCAG-
3’); 5,5uL de agua Mili-Q ultrapura e 12,5uL de Quanti- Fast SYBR Green PCR Kit (mistura
para PCR - QIAGEN®) de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das etapas
de reacgdes foi realizado em um termociclador “Rotor-Gene Q” (QIAGEN) com desnaturagao
inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de 45 ciclos a 95°C por 20 segundos e 60°C por 30
segundos. Foi utilizado o software “Rotor-Gene Q Software v1.7” para acompanhar e realizou-
se a interpretacdo dos resultados da qPCR. Para controle positivo e negativo foram utilizadas

uma cepa referéncia de Map e outra de Mycobacterium bovis, respectivamente.

S-RESULTADOS

5.1. Achados Macroscépicos

Foram observados vasos linfaticos do mesentério e da serosa intestinal proeminentes e
dilatados com aspecto varicoso, pdde-se observar um espessamento da parede intestinal,
principalmente na do intestino delgado, cujas mucosas hiperémicas continham muco e estavam
extremamente corrugadas, assumindo, desta forma, em varios seguimentos do intestino, um

aspecto “cerebroide” (Figura.l).
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5.1.2. Vasos Linfaticos

Os vasos linfaticos do mesentério apresentam-se proeminentes e dilatados, por vezes
tortuosos e esbranquicados, estendendo-se desde a serosa das alcas intestinais até 0 mesentério

(Figura 2).

Figura 2. Fotografia dos vasos linfaticos subserosos de intestino delgado evidentes,
esbranquicados e tortuosos (aspecto varicoso). Bufalo 24 com paratuberculose subclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015.

5.1.3. Linfonodos

Os linfonodos mesentéricos estavam moderadamente hipertrofiados, imidos brilhantes
e protraidos ao corte, com a regido medular em geral apresentando coloracdo marrom-escuro,
em alguns animais também havia nédulos esbranquigados; ja a regido cortical estava espessada

e com dreas irregulares e esbranquicadas, de aparéncia multinodular com didmetros variados e

por vez notou-se presenca de liquido com aspecto leitoso no seio medular (Figuras 3 a 5).

4,

Figura 3. Fotografia da cadeia de linfonodo mesentério com aumento de tamanho e volume. Bufalo 17
com paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.
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Figura 4. Fotografia de linfonodo mesentério protraido ao corte, com
regido medular escura e cortical com dreas claras com actimulo de liquido
esbranquicado leitoso. Bufalo 20 com paratuberculose subclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015.

Figura 5. Fotografia de linfonodo mesentério com regido cortical marro e
medular enegrecida com acumulo de material sanguinolento. Bifalo 10 com
paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.
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5.1.4. Intestino Delgado

Na cavidade abdominal observou-se as al¢as do intestino delgado, espessadas, com
aspecto anelado e/ou cerebréide (Figuras 6 e 7).

Figura 6. Fotografia da parede do intestino delgado dilatada e espessada,
com aspectos cerebrdide. Bifalo 20 com paratuberculose subclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015.

Figura 7. Fotografia da parede do intestino delgado espessada e enrugada, com
aspecto cerebroide (seta). Buifalo 20 com paratuberculose subclinica, Baixada
Maranhense, MA, 2015.
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A abertura do duodeno evidenciava-se mucosa superficies irregulares e espessada,
enrugada ou pregreada, em determinados casos notou-se dreas com avermelhamento seguidas
de hemorragicas petequiais; havia conteido intestinal semi-liquido e pastoso de cor marrom-

claro (Figura8 e 9)

Figura 8. Fotografia da mucosa duodenal espessada, com aspecto
enrugado. Bifalo 10 com paratuberculose subclinica, Baixada
Maranhense, MA, 2015.

Figura 9. Fotografia com evidente espessamento e pregueamento
da mucosa duodenal com presenga de contetido liquido amarronzado
(seta). Bufalol0 com paratuberculose subclinica, Baixada
Maranhense, MA, 2015
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O jejuno também exibia a mucosa espessada, enrugada, com aspecto semelhante a giros
cerebrais, com dreas difusas essas lesdes difusas ou irregulares; em geral as lesdes restringem-
se ao terco final do jejuno estendendo-se a porcao final do ileo. Notou-se acumulo de secre¢dao

viscosa de cor marrom-clara (Figura 10).

Figura 10. Fotografia da mucosa espessada e pregueada com &reas
hiperémicas (setas), observa-se conteido liquido amarronzado. Bifalo 20
com paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.

Tleo também apresentava a parede espessada e com aspecto anelado e ou cerebréide, de
aspecto proliferativo visivel também na mucosa, o que muitas vezes dava um aspecto enrugado
ou pregueado, com frequéncia se via dreas avermelhadas difusas ou multiplas petequeias
hemorragicas (Figuras 11 e 12). Também nessa regido do intestino as placas de Peyer eram
muito evidentes, semelhante ao que se observou no jejuno de alguns animais. A mucosa
apresentava aspecto finamente granular. O contetiido do intestino delgado em geral era liquido

e de cor verde-oliva claro a amarelado até marrom escuro.
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Figura 11. Fotografia da mucosa espessada e pregueada com cor marrom-escuro.
Bufalo 24 com paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.

Figura 12. Fotografia da mucosa espessada e prégueada, areas com multiplas
petéquiais hemorrdgicas e presenca de liquido semiliquido amarronzado.
Bifalo 24 com paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.

5.1.5. Intestino grosso

A vélvula ileo-cecal em geral estava edemaciada, com a mucosa espessada com pregas

transversais, com aspecto microgranular na superficie.
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Figura 13. Fotografia da vélvula {leo-cecal aumentada de volume
e edemaciada. Biifalo 24 com paratuberculose subclinica, Baixada
Maranhense, MA, 2015

Ceco apresentava-se distendido, com mucosa espessada, em alguns casos evidenciou-
se regides avermelhadas com multiplas petequeais hemorrdgicas de caracteristica granular, o
que confere aspecto reticulado. Observou-se acumulo de liquido de cor vermelho-oliva (Figura

14).

Figura 14. Fotografia da mucosa dilatada, espessada, edemaciada com liquido verde-oliva (A) Bufalo
25; Ceco com mucosa dilatada e pregueada com areas irregulares avermelhadas (B) Biifalo 22., com
paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.

O coélon exibia, acentuado espessamento e evidente pregueamento. Notou-se, em
determinados casos dreas avermelhadas e aspecto granular da mucosa. O conteido variava de

pastoso a liquido de cor verde-oliva escuro (Figura 15).
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Figura 15. Fotografia de pregueamento com dreas avermelhadas na
mucosa enrugada. Notou-se liquido verde-oliva. Bifalo 10, com
paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.

5.2. Bacterioscopia

As principais alteracdes anatomopatoldgicas, sugestivas de paratuberculose, foram
evidenciadas em intestino delgado, por¢do final do intestino grosso (colon) e linfonodos
mesentéricos de 27% (31/115) dos bufalos abatidos, confirmados na coloracdo de Ziehl-
Neelsen com a identificagc@o de bacilos dlcool-4dcido-resistentes (BAARs) em 22% (26/115) das

laminas avaliadas.

5.3. Histologia

As lesdes histologicas restritas as regides do intestino delgado foram caracterizadas por
infiltrado inflamatério granulomatoso composto por macréfagos epiteliddes repleto de células
gigantes tipo Langhans na mucosa e infiltrado mononuclear na submucosa. Atrofia e fusdo de
vilosidades no intestino delgado de forma acentuada e multifocal também foram observadas.
Os foliculos linfoides das placas de Peyer, vdlvula ileocecal e intestino grosso apresentavam
infiltracdo inflamatéria de macréfagos e células gigantes. Nos linfonodos mesentéricos foram

observadas células epitelioides e células gigantes na regido cortical e medular.
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Figura 16. Fotografia da mucosa intestinal (jejuno) lesdo granulomatosa com intenso infiltrado
de células macréfagos epitelidide e células gigantes na mucosa (seta). Bufalo 83,
paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015. Hematoxilina e eosina. Obj 20x.

Figura 17. Fotografia da vélvula ileo-cecal com infiltrado inflamatério de macréfagos
epitelioides e células gigantes, com atrofia e fusdo das vilosidades. Bufalo 43, paratuberculose
subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015. Hematoxilina e eosina. Obj 20x.

43
Figura 18. Fotografia de linfonodo mesentérico. Infiltrado difuso acentuado de macréfagos
epitelioides e células gigantes tipo Langhans (seta). Buifalo 91, paratuberculose subclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015. Hematoxilina e eosina. Obj 20x.
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Figura 19. Fotografia da mucosa do ileo com numerosos bacilos dlcool-acido resistentes (A).
Linfonodo mesentérico com presenca de BAAR (B). Bifalo 25, paratuberculose subclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015. Ziehl-Neelsen, obj.40x.

5.4. Isolamento bacteriano

No cultivo em meio HEYM, com antibiético, das 115 amostras de fezes cinco (4,3%)
revelaram caracteristicas compativeis com o MAP, tais com col6nias redondas, brancas, lisas e
levemente rugosas, coloragdo dlcool-acido e crescimento lento com de 8 semana de incubacio.
Nas demais amostras inoculadas ndo houve crescimento do agente apds 24 semanas de cultivo

e ou a contaminacao inviabilizou a observacdo de coldnias tipicas de Map.

meio Herrold com micobactina, de amostras fecais das vacas (A), Bacilos alcool acido
resistentes isoladas em meio Herrold com micobactina, de amostras fecais (B).
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5.5. Reacio da Polimerase em Cadeia em Tempo Real (PCR)

Na “real time” PCR foram amplificaram a sequéncia genética IS900 especifica do
Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis em cinco (4,3%) do isolamento bacteriano
e 15 (13%) fragmentos de jejuno, ileo e linfonodo mesentérico. A identidade do fragmento foi
confirmada pela compara¢do com outras sequéncias de M. avium subsp. paratuberculosis do

LABAD-UFRPE.

6-DISCUSSAO

Nacionalmente a bubalinocultura tem destaque econdmico em determinadas regides do
pais, sobretudo nas regides Norte e Nordeste, que juntas concentram mais de 50% do rebanho
nacional. No presente trabalho fica caracterizada e confirmada a ocorréncia natural da
paratuberculose em rebanho bubalino na regido da baixada maranhense, Brasil. O diagndstico
da enfermidade baseou-se nas alteragdes macroscépicas e histoldgicas, demonstra¢do do agente
nos focos de lesdo pela coloracdo de Ziehl-Neelsen, isolamento do micro-organismo Map em
meio de cultivo especifico, além da amplificacido genética do agente etioldgico, através de PCR.

No caso da paratuberculose em biufalos, os registros incluem Itdlia (LILLINI et al.,
1999) e India (SIVAKUMAR et al., 2006). No Brasil, apesar dos vérios relatos da enfermidade
em bovinos, casos clinicos da paratuberculose na espécie bubalina foram reportados em duas
regides do pais; o primeiro caso foi descrito na regido nordeste, estado de Pernambuco por Mota
et al. (2010), em seguida por Dalto et al. (2012) relataram um rebanho bubalino infectado por
Map na regido Sul, no estado do Rio Grande do Sul, posteriormente por Barbosa et al. (2015)
no estado de Maranhio.

No presente estudo a ocorréncia natural de 13% da enfermidade em bufalos superou
resultados de Sivakumar et al., (2006) na India e Barbosa et al. (2015) no estado do Maranhio,
esse elevado indice estd associado a criagc@o extensiva dos bufalos na baixada maranhense, ou
seja, nao hé controle sanitdrio e zootécnico e a0 menos segregacio dos animais por faixa etdria,
favorecendo transmissdo do Map para os animais jovens, uma vez que a infec¢do ocorre nos
primeiros dias de vida (STABEL, 1998).

Outro fator fundamental na propagagao da paratuberculose nesse rebanho foi associado
a grande aglomeragdo desses animais nos extensos lagos rasos, que se formam no periodo da
estiagem. Nessas “piscinas naturais” permanecem praticamente o dia inteiro, alimentando-se e

e despejando suas excretas no ambiente, facilitando a liberagdo do Map nas fezes. Quando
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MAP deixa um animal, por exemplo, nas fezes, que pode sobreviver em nimeros baixos por
um longo periodo de tempo (até um ano) em ambientes, tais como do solo e da 4gua, mas que
ndo se pode multiplicar 14. Por conseguinte, a principal fonte de infec¢do € estrume animais

infectados (e o ambiente contaminado resultante) e leite (COLLINS, 1999).

6.1. Aspectos anatomopatolégicos

6.1.1. Vasos Linfaticos

O espessamento e opacidade dos vasos linfaticos, em casos mais severos com aspecto
tortuoso, visualizados post mortem desde o mesentério até a serosa das alcas intestinais, se
devem a linfangiectasia, perilinfangite e linfangite granulomatosas, que frequentemente
estavam ocluidos (endolinfangite) pelo acimulo de células inflamatdrias, macréfagos e células
gigantes, observados ao exame histopatolégico. Esses achados foram frequentes em nossos

animais e ja descritos por pesquisadores ( MOTA et al. (2010); YAMASAKI et al. 2010 ).

6.1.2 Linfonodos mesentéricos

Um caracteristica marcante presente nesse estudo, sdo os granulomas focais presentes
nos linfonodos mesentéricos, no entanto esse achado foi mencionada somente em bezerros
bovinos nos estagios inicias da doenga (LARSEN et al. 1975). A linfadenite mesentérica
granulomatosa rica em macréfagos epitelidides e células gigantes com presenca de BAAR,
estavam presente em animais deste estudo, por vez ja relatada em bovinos e bubalinos por

diversos autores (DALTO et al. 2012; SCHILD et al. 2015).

6.1.3 Intestinos

Os aspectos cerebroide e anelado das algas intestinais, observados através da serosa,
decorrentes do acentuado espessamento da parede intestinal, foram atribuidos a severa
infiltrag@o inflamatdria transmural, principalmente em mucosa e submucosa do jejuno e ileo. O
comprometimento das camadas muscular e serosa do intestino, pela extensdao da infiltracdo
inflamatéria da mucosa e submucosa alteracdo a estrutura natural da parede lumial dos
intestinos, promovendo uma baixa absorcao.

A aparéncia enrugada da mucosa do intestino, comumente observada em animais com

paratuberculose clinica, nao desaparece quando o intestino € distendido (CHIODINI; VAN

KRUININGEN; MERKAL, 1984; YAMASAKI et al. 2013); este achado ndo deve ser
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confundido com a alteragdo que ocorre logo apds a morte devido a persisténcia do peristaltismo
(DRIEMEIER, et al., 1999).

No duodeno, observaram-se estruturas polipdides na superficie da mucosa espessada;
nos cortes histolégicos dessas dreas, os achados histoldgicos correspondiam a proliferacdo de
glandulas duodenais e intestinais, que conferia aspecto “arboriforme” a superficie da mucosa.
Nessas dreas havia infiltragdo inflamatoria semelhante a outras secdes do intestino, porém em
menor intensidade e ndo se via qualquer estrutura que pudesse sugerir parasitose ou outro
processo patologico. Na literatura ndo se encontrou referéncia a lesao descrita, em animais com
paratuberculose.

Supde-se que a infiltracdo inflamatdéria tanto em mucosa quanto na submucosa
intestinal, poderia ter causado disfuncdes na atividade secretdria das glandulas duodenais e
consequente proliferacdo nas areas afetadas. Acreditamos que a hipertrofia da 1amina prépria e
da muscular da mucosa presentes em variados graus de intensidade, observados nos animais
deste estudo, pode ser atribuida as alteragdes estruturais da mucosa, secundérias ao acimulo de
células inflamatorias granulomatosas, cujas lesdes foram observadas principalmente em jejuno
e ileo.

Lesdes macroscopicas no intestino delgado, que correspondem histologicamente a
enterite, sdo usualmente descritas na paratuberculose (DRIEMEIER et al., 1999, Barbosa et al.
2015). Estas lesdes foram observadas nos btifalos, em variados graus de intensidade, desde leve
a severo. Vale ressaltar que nem sempre estio presentes, € que a variagdo na intensidade dessas
lesdes pode estar relacionada ao estdgio da infeccdo, ao status imune do animal, a
susceptibilidade individual e a cepa de Map (MENENDEZ, 1990; DALTON et al. 2012).

As lesdes primdrias ocorrem na regido da valvula {leo-cecal (CHIODINI; VAN
KRUININGEN; MERKAL, 1984) e em geral, as lesdes observadas nos animais deste estudo,
foram mais evidentes nos dois ter¢os finais do intestino delgado assim como descrito por Clarke
(1997). A mucosa intestinal, desde o duodeno até o reto, difusamente espessado e opaco, muitas
vezes, com aspecto multinodular e com presenca de secre¢do de coloracdo amaronsada,
alteracdo também relatada por Chiodini, Kruiningen e Merkal (1984).

A microscopia, essas lesdes apresentavam intensa infiltragio de macréfagos na mucosa
e submucosa, acompanhados de BAAR visualizados a coloragao de Ziehl-Neelsen semelhantes
aos encontrados por Barbosa et al. (2015) e Brito (2015) em bufalos com partuberculose. A
explicacdo do comprometimento primdrio da por¢do final do intestino delgado, pode estar no

fato de que as placas de Peyer do ileo contém aproximadamente 1 a 2% de células T, e as do
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jejuno cerca de 30 a 50% (MIYASAKA et al., 1983). A potencial falta de células T no ileo,
capazes de efetuar a imunidade celular, sugere que as placas de Peyer desta regido, as quais ja
sao bem desenvolvidas em ruminantes jovens, ¢ um ambiente relativamente favordvel para a
micobactéria (YAMASAKI et al. 2010). Tolerancia imune local ao organismo tem sido também
sugerida, como um mecanismo responsavel para o estabelecimento da infec¢do em placas de
Peyer (JUSTE et al., 1994). A por¢ado terminal do ileo abriga relativamente grande populagdo
de micobactérias saprofiticas em ruminantes, o que poderia inclusive, sugerir reduzida
imunidade local (LEPPER; WILKS, 1988). Além disso, é aceitivel que a diminuicdo
progressiva a susceptibilidade ao Map com o aumento da idade, estd relacionada,
concomitantemente, a involugao das placas do ileo e consequente desaparecimento de ambiente
favoravel para a persisténcia micobacteriana (REYNOLDS; MORRIS, 1983 apud CLARKE,
1997).

Segundo Yamasaki et al. (2010) o “aspecto lepromatoso” das lesdes histologicas quando
a infiltracdo inflamatéria € difusa na mucosa, o que é condizente com a distribui¢ao das lesdes
por nds observadas em todos os animais, muito embora esse termo, como também as descri¢cdes
utilizadas para a aparéncia tuberculdide, sdo comumente utilizadas para as lesdes necrotico
caseosas observadas com frequéncia no intestino de pequenos ruminantes com paratuberculose
(GARCIA-MARTIN, 1990).

A persisténcia de imunidade celular-mediada pré-inflamatério, causando inflamacao
cronica, pode ser provocada por pequeno nimero de micobatérias intracelulares capazes de
resistir a defesa do hospedeiro (CHIODINI et al., 1984), como evidenciado nos animais deste
estudo.

Assim como em casos de paratuberculose ‘paucibacillary’, ocorrem também na
tuberculose e na lepra, e estdo relacionadas a acentuado processo imunopatoldgico celular-
mediado (BURRELS et al., 1995; GILMOUR et al., 1978). A tentativa de destruicao dos bacilos
pelos macréfagos e simultanea multiplicacdo do agente em seu interior, resulta na liberacdo de
fatores soluveis os quais continuam a recrutar células inflamatérias. Células gigantes, as vezes,
sdo formadas como parte da reagdo de hipersensibilidade do tipo retardado, que causa a
agregacdo e reteng¢do de macrofagos, comprometimento da vascularizacdo e drenagem linfatica,
além de alterar a conformacdo normal do tecido afetado (CHIODINI; VAN KRUININGEN;
MERKAL, 1984). A auséncia de parede celular, esferoplastos de micobactérias e a falta de
lipideos na parede celular sdo fatores potencialmente imunossupressivos ou podem estar

relacionados a ocorréncia de resposta inflamatdria exacerbada concomitante a auséncia BAAR
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(CLARKE, 1997). Deve-se, inclusive, considerar a fun¢do da camada de lipideo da
micobactéria nos mecanismos de resisténcia a fagocitose (GILMOUR et al., 1978 apud
CLARKE, 1997).

Nao se sabe exatamente o porqué da progressdo de alguns casos, apds anos de
incubagdo, para a forma clinica ‘multibacilar’ da paratuberculose. No entanto, acredita-se que
a supressao ou queda da imunidade celular-mediada € um fator que desencadeia a proliferacdo
micobacteriana e a eliminagdo fecal do agente (CLARKE, 1997). Nestes casos, a patogénese

ainda é desconhecida.

6.2. Bacterioscopia

No exame direto através de uma prova rapida, sensivel e econdmica para o diagndstico
em tecidos denominada coloracdo de Ziehl-Neelsen mostrou-se satisfatoria para a identificagdo
do BAAR em tecidos de duodeno, jejuno, ileo e linfonodo mesentérico em animais
assintomdtico, sendo que, nesse estudo todos os bubalinos abatidos eram provenientes de
propriedades sem casos positivos confirmados de paratuberculose. No entanto, cinco bufalos
com lesdes de paratuberculose, foram negativos no ZN. Segundo Mota et al. (2010) e Dalto et
al. (2012), isso pode ser justificado pelo segmento analisado, que nesta regidao, podem ser vi-
sualizadas lesoes leves, e que geralmente a carga bacteriana € mais baixa, devido a possiveis
mudancas na parede celular durante a preparacdo de tecidos e pelo processamento. Devido a
este fato muitos organismos ndo consegue corar com a fuscina dificultando a visualizacao da
bactéria (Condron et al, 1995; Clarke e Little, 1996). Quando a carga bacteriana € baixa, os
bacilos podem nao ser detectados no exame microscépico, o que poderia explicar os resultados

negativos a coloracao de Ziehl-Neelsen e positivos em outras técnicas.

6.3. Isolamento Bacteriano

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que cultivo fecal possui uma relativa
sensibilidade quando utilizado como método de diagndsticos na identificacdo de bubalinos na
fase subclinica da paratuberculose, favorecendo dessa forma, a maior eficiéncia das medidas de
controle, reduzindo a infec¢do de novos animais e disseminagdo da infec¢dao no rebanho (OIE,
2012). O diagnéstico da doenca subclinica € dificil, devido a baixa sensibilidade dos testes
desenvolvidos até agora. Os exames imunoldgicos e moleculares podem ndo identificar todos
os animais infectados, gerando falso-negativos e, além disso, eles podem dar um nimero

considerdvel de resultados falso-positivos (COUSSENS, 2004). Isso € especialmente verdade

50



na fase inicial da doenca, quando imunoglobulinas especificas sdo produzidas em quantidades
indetectaveis (SHIN et al., 2004, LILENBAUM; MARASSI; OELEMANN, 2007). Em
rebanhos altamente infectados, alguns animais adultos podem ingerir grandes quantidades da
micobatéria juntamente com alimentos e/ou dgua, elimind-las nas fezes e esses serem
detectados no cultivo. Ainda ha ddvidas quanto a infec¢c@o logo apds a ingestao 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).

O tempo de crescimento das colonias compativeis com 0 Map em amostras de fezes
variam entre 8 a 12 semanas foram semelhantes aos relatados por Sivakumar et al. (2005) na
India, que detectaram seis biifalos positivos no cultivo bacteriolégico, depois de 12 semanas de

incubacdo.

6.4. Reaciao da Polimerase em Cadeia em Tempo Real (PCR)

A “real time” PCR realizada a partir das amostras de tecido e colonias de Map isoladas
de fezes dos animais abatidos em matadouro e apresentou resultado positivo, o que demonstra
ser uma ferramenta eficiente na deteccdo do agente na fase subclinica, assim como estudos
realizado por (CASTELLANOS et al. 2010, TIMMS et al. 2011, LOGAR et al. 2012),
evidenciando que a “real time” PCR tém sido ferramentas importantes na identificagdo de
elementos genéticos, além de aumentar consideravelmente a sensibilidade dos testes para
deteccao de animais com a infec¢do subclinica.

Segundo Clark et al. (2008), o uso de PCR em tecidos para deteccio de Map nos
rebanhos € muito util, de grande sensibilidade, rapidez e confidvel, desde que controles
negativos e positivos sejam utilizados, como observado em nosso estudo.

No presente estudo, 100% dos isolados de fezes foram positivos na “real time” PCR,
assim como relatado por (D. YADAV et al, 2008, SIVAKUMAR et al, 2006) em cultura fecal
de bufalos no norte da India.

Técnicas do protocolo adotado podem ter interferido na amplificagdo e identificacdo do
material genético submetido a andlise neste estudo. Segundo Whittington et al. (1998), algumas
amostras de tecidos intestinos e linfonodos mesentéricos podem apresentar-se negativas quando
analisadas num primeiro momento, porém, quando reanalisadas apds tratamentos com

substancias distintas, os quais poderiam minimizar os efeitos inibitdrios para a amplificagdo da
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cadeia de DNA, resultaram positivas. Em nosso estudo, os tecidos nao foram submetidos a uma
segunda andlise de PCR, e talvez por isso, a percentagem de amostras positivas nesta técnica
tenha sido, relativamente, baixa.

Ressalta-se que os bubalinos detectados com o Map subclinicamente nesse estudo,
foram resultantes de infeccdo natural. 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, em bubalinos
abatidos em matadouros ainda s3o escassos, provavelmente devido as dificuldades de
diagnéstico, principalmente no estdgio sub-clinico da doenga.

No presente estudo, denota-se a importancia dos matadouros avaliados receberem
animais de diferentes regides do estado. Este fato alerta para a importancia da doenga de Johne
na saude publica, devido a sua possivel associagdo com a doenga de Crohn (CROHN;
GINZBURG; OPPENHEIMER, 1932; HERMON-TAYLOR, 2001; GRANT, 2005; OKURA;
TOFT; NIELSEN, 2012), impelindo no risco de transmissao via alimentos e a disseminagdo do
micro-organismo entre diferentes rebanhos e, inclusive, entre a populacdo que consome

diretamente a carne € o leite desses animais.

52



7-CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo demonstram a ocorréncia de Mycobacterium avium
subespécie paratuberculosis em btifalos abatidos em matadouros da Baixada Maranhense.

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

A PCR demonstrou-se ser mais sensiveis do que a cultura bacteriana uma 6tima técnica

para a real deteccdo de patégenos em biuifalos infectados subclinicamente.
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