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RESUMO

A paratuberculose ¢ uma doenga infectocontagiosa, cosmopolita, incuravel que atinge
principalmente ruminantes domésticos, provocando uma enterite granulomatosa cronica,
causada pelo agente etiologico Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). E
responsavel por reducdo da produtividade e consequentemente grande impacto na economia
da bubalinocultura do Maranhdo. O presente estudo teve como objetivo identificar o
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) em bubalinos abatidos em matadouros
sem inspecdo, na regido da Baixada Maranhense, bem como também caracterizar lesdes
macroscopicas de tecidos de linfonodos mesentéricos, intestinos delgado e grosso de bufalos
com paratuberculose subclinica. Foram coletadas amostras de linfonodos mesentéricos,
intestino delgado e grosso de 115 bufalos sendo 66 fémeas e 49 machos. Realizou-se anélise
macroscopica dos fragmentos dos 6rgdos no momento da coleta quanto: espessamento da
mucosa intestinal ¢ aumento de volume dos linfonodos mesentéricos. As amostras positivas
na bacterioscopia foram submetidas a técnica de qRT-PCR (PCR quantitativa em tempo real).
De 26 amostras positivas na bacterioscopia, 57,7% (15/26) foram confirmadas por meio do
diagnéstico molecular. Com base nos resultados pode-se concluir que: a avaliagdo
macroscopica identificou lesdes sugestivas de paratuberculose sub clinica, o que foi

confirmado a presenca do MAP no diagnostico molecular.

Palavras-chave: paratuberculose, bufalos, qRT-PCR.



ABSTRACT

Paratuberculosis is a contagious disease, cosmopolitan, incurable that primarily affects
domestic ruminants, causing a chronic granulomatous enteritis caused by the etiologic agent
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). It is responsible for reduced
productivity and consequently large impact on the economy of buffalo of the Maranhao. This
study aimed to identify Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) in buffalo
slaughtered in slaughterhouses without inspection, in the Baixada Maranhense region and also
characterize macroscopic lesions of mesenteric lymph node tissue, small and large intestine of
buffalo with subclinical paratuberculosis. Samples of mesenteric lymph nodes were collected,
small and large intestine of 115 buffalos being 66 females and 49 males. Macroscopic
analysis of the fragments of organs was performed at the time of collection in accordance
with: thickening of the intestinal mucosa and increased volume of mesenteric lymph node.
Positive samples in bacterioscopy were submitted to qRT-PCR (quantitative real time PCR).
From 26 positive samples in bacterial meningitis, 57.7% (15/26) were confirmed by
molecular diagnosis. Based on the results it can be concluded that: a macroscopic evaluation
identified lesions suggestive of subclinical paratuberculosis, which confirmed the presence of

MAP in molecular diagnostics.

Keywords: Paratuberculosis, Buffalo, qRT-PCR.
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1 INTRODUCAO

A bubalinocultura brasileira vem apresentando elevado crescimento nas ul
décadas, evidenciado pelo aumento populacional desses animais em diversas propriedaucs ¢
regides, tanto na producdo de leite e abate quanto na comercializagdo de matrizes e
reprodutores. Isso se da pelo fato dos bufalos serem animais que apresentam alta rusticidade,
resisténcia a doengas e adaptabilidade a solos, e apresentarem também a capacidade de
produzir proteinas de alto valor (carne e leite) a partir alimentos fibrosos (RODRIGUES et al.,

2008).

Segundo dados da Agéncia de Defesa Agropecudria do Maranhdo, o estado encontra -
se em um lugar de destaque nacional, em relacdo a bubalinocultura, sendo considerado o 3°
maior rebanho do Brasil e o 1° lugar na regido Nordeste, com cerca de 80 mil cabecas de
bufalos no estado, por conseguinte, mais de 18.589 cabegas se encontram em Viana,

municipio com maior rebanho do estado maranhense (AGED, 2010).

O estado tem particularidades que favorece a criagdo de bufalos, principalmente na
Baixada Ocidental Maranhense: clima propicio, abundancia de 4gua e um solo que favorece
pasto de qualidade. Em 27 municipios dessas duas regides, concentra-se a maioria do rebanho
bubalino do estado com destaque para Viana, Penalva e Cajari que reune cerca de 70 a 90%

dos Bufalos do Maranhao (BERNARDI, 2005).

O rebanho bubalino Maranhense possui 80.212 cabecas, sendo que a Baixada ¢ a
regido de maior concentracdo do rebanho com 59.154 cabegas, representando 73,75% do

efetivo bubalino do Estado (IBGE, 2014).

Os bufalos vieram para a Baixada Maranhense, principalmente da Ilha de Marajo,
onde encontraram nas lagoas de agua doce no periodo de estiagem e no campo alagado no
periodo chuvoso, além da semelhanca da vegetacdo se assemelhar a encontrada naquela Ilha

da qual procediam, lugares ideais para a criagdo animal.

A baixa sanidade desses rebanhos ¢ ocasionada pela falta de manejo adequado, a partir
disso diversos fatores negativos ocorrem, um deles, ¢ quando os animais sdo acometidos por
enfermidades. Dentre elas podemos destacar a paratuberculose. Esta enfermidade ou doenca
de Johne ¢ uma enterite granulomatosa, cronica, infecciosa e que afeta ruminantes domésticos

e silvestres (CHIODINI et al.,, 1984; KREEGER, 1991), cujo agente etiologico ¢
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Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Trata-se de uma enfermidade

incuravel, cosmopolita e de distribuicdo mundial.

A enfermidade ¢ responsavel por perdas econdmicas que ocorrem pela reducdo na
produtividade, maior susceptibilidade a outras doengas, aumento dos custos sanitarios € maior

taxa de descarte precoce (HUTCHINSON, 1996).

Casos de paratuberculose em Bubalinos foram relatadas por Mota et al. (2010) no
Pernambuco. No Brasil as pesquisas sobre a doenga ainda estdo evoluindo e o seu impacto

econdmico ainda ndo foi mensurado (GOMES et al., 2002).

A espécie bubalina, apesar de ser considerada uma espécie menos susceptivel a
infeccdo pelo MAP em relagdo aos em bovinos (SIVAKUMAR et al., 2006), foram relatados,
até o momento, casos clinicos de paratuberculose em duas regides do pais, sendo o primeiro
caso descrito na regido Nordeste, Estado de Pernambuco por Mota et al. (2010), em seguida

por Reis et al. (2015) no estado de Maranhao.

A transmissdo de M. paratuberculosis pode ocorrer por via intra-uterina, no periodo
poOs-natal através do colostro e, principalmente, pelas fezes de animais contaminados
(SWEENEY, 1996). Bovinos que desenvolvem a doenca clinica, em geral sdo aqueles
infectados nas primeiras semanas de vida. A doenga clinica manifesta-se geralmente em

animais com idade superior a 2 anos (RADOSTITS et al., 2006; SWEENEY, 1996).

Fatores estressantes, tais como, parto € ma nutricdo, podem desencadear o
aparecimento dos sinais clinicos (KREEGER, 1991; WHITLOCK & BUERGELT, 1996). A
doenca ¢ mais frequente em bovinos confinados em fun¢do da maior contaminacdo do

ambiente pelas fezes (RADOSTITS et al., 2006).

Os testes diagnosticos preferencialmente utilizados para diagnosticar a
paratuberculose, podem ser divididos em duas: métodos para a detec¢ao do agente e métodos
de deteccdo de anticorpos especificos presentes no soro. Os testes para deteccdo do agente
incluem cultura bacteriana e exame histologico de tecidos-alvo para detec¢ao do bacilo
alcool-acido resistente. Entre os testes para deteccdo de anticorpos especificos, o teste de

ELISA ¢ o mais amplamente utilizado (BUERGELT & GINN, 2000).

Para diagnosticar essa infec¢do, um dos métodos utilizados ¢ a qRT-PCR (PCR

quantitativa em tempo real) que consiste em uma técnica de amplificagdo extremamente
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sensivel, podendo detectar uma unica molécula de DNA numa amostra ou um fragmento

contanto que no mesmo a bactéria esteja presente (ALBERTS et al., 1997).

Atualmente, testes baseados na qRT-PCR tém sido ferramentas importantes na
identificacdo de elementos genéticos, além de aumentar consideravelmente a sensibilidade
dos testes para deteccdo de animais com a infec¢ao subclinica (CASTELLANOS et al., 2010;
TIMMS et al., 2011; LOGAR et al., 2012). No Brasil, a partir de 2005, iniciaram-se estudos
moleculares com a utilizacdo da qRT-PCR para deteccao de alguns fragmentos genéticos de

MAP, o0 IS900, F57 e ISMav2 em bufalos (MOTA et al. 2010, DALTO et al., 2012).

Devido a importancia socioecondmica dessa enfermidade nos rebanhos bubalinos da
baixada maranhense e a falta de estudos cientificos relacionados a esta enfermidade, ¢ que se
propds a realizacdo desta pesquisa, tendo como foco principal detectar a presenca do
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em amostras provenientes da regido da

Baixada Maranhense através da técnica de QqRT-PCR (PCR quantitativo em tempo real).
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

v' Identificar o Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) em bubalinos

abatidos em matadouros, na regido da Baixada Maranhense.
2.2 ESPECIFICOS

v Detectar 0o Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) em amostras de
tecidos de bufalos, com o uso da técnica qRT-PCR (PCR quantitativa em tempo real);
v’ Caracterizar lesdes macroscopicas de tecidos de linfonodos mesentéricos, intestinos

delgado e grosso de bufalos com Paratuberculose subclinica.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 BAIXADA MARANHENSE

A Microrregido da Baixada Maranhense abrange 23 municipios e estd localizada na
regido continental de oeste a sudeste da Baia de Sdo Marcos. Atualmente possui uma area de
1.775.035,9 ha, que se estendem por 20 mil quilometros quadrados nos baixos cursos dos rios
Pericuma e Aura. 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 regido fica seis meses seca e seis meses alagadas. Na estacdo chuvosa, os rios e
lagos transbordam deixando os campos inundados. Estes sdo transformados em extensos lagos
rasos, onde se desenvolve essencialmente a pecudria bubalina ¢ a pesca artesanal. Parte das
aguas ¢ devolvida aos rios quando seus niveis baixam (MUNIZ, 2007).

A vegetacdo da Baixada ¢ rica e variada, com a existéncia de desde manguezais,
campos aluviais flivio-marinhos, abertos, perto dos lagos, até densas florestas de galeria ao
longo dos rios, com babaguais formando “ilhas” nas terras mais altas, pouco atingidas pelas
enchentes. Estdo presente na regido uma rica fauna e flora aquatica e terrestre, com diversas

espécies raras (MUNIZ, 2007).

3.2 BUBALINOCULTURA

Introduzidos no Brasil a partir do final do século XIX, usualmente em pequenos lotes
originarios da Asia, Europa (Itlia) e Caribe, motivados muito mais pelo seu exotismo que por
suas qualidades zootécnicas. Sua grande adaptabilidade aos mais variados ambientes, sua
elevada fertilidade e longevidade produtiva, porém, permitiram que o rebanho experimentasse
uma evolugao significativa e, dos pouco mais de 200 animais introduzidos no pais, resultaram
num rebanho de 495 mil bafalos em 1980, com um crescimento anual médio de 10,86% entre
1961 e 1980, destacando-se que, no mesmo periodo, o rebanho bovino cresceu a taxas de
3,8% ao ano (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 sdo de coloragdo preta e possuem 50 pares de cromossomos € os de

pantano possuem coloragio mais clara e 48 pares de cromossomos (DAME, 2006).
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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 comercializacdo de matrizes e
reprodutores. Isso se da pelo fato dos bufalos serem animais que apresentam alta rusticidade,
resisténcia a doencas e adaptabilidade a solos, e apresentarem também a capacidade de
produzir proteinas de alto valor (carne e leite) a partir alimentos fibrosos (RODRIGUES et al.,
2008).

A bovinocultura brasileira tem passado por alteragdes na legislagdo sanitaria com a
imposi¢do de normas mais rigidas de qualidade de produto, além de maior exigé€ncia por parte
das industrias, afastando drasticamente, os pequenos produtores dessa atividade. De forma
inversa, a bubalinocultura tem crescido nas regides onde existem laticinios de captagdo 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 ¢ ha menor necessidade de reposi¢do, visto a maior longevidade desses

animais (BERNARDES, 2007).

3.3 BUBALINOCULTURA NA BAIXADA MARANHENSE

O rebanho bubalino foi introduzido no Maranhdo em 1930, contudo sua maior difusdo
ocorreu a partir de 1960 na Baixada Maranhense, por incentivos dos governos estadual e
federal, no intuito de promover um amplo desenvolvimento econdmico na area (IBAMA,
1989). Essa criagdo de bufalos atingiu no inicio dos anos de 1990 um rebanho superior a
120.000 cabegas (IBGE, 2015).

A Baixada Maranhense tornou-se o ambiente ideal para criagdo bubalina, devido os
seus campos serem utilizados para producdo extensiva de bufalos, por serem alagados e assim
ser de grande adaptabilidade para esses animais, fazendo com que se expandissem de forma
rapida; estes foram trazidos principalmente da ilha de Marajo6 para o Maranhao sob a
justificativa de que a expansdo do setor de criagao de gado, tanto bubalino como bovino,

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

3.4 PARATUBERCULOSE
3.4.1 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
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apresentava perda de peso e diarreia cronica. A necropsia, os autores observaram enterite sem
lesdes compativeis com tuberculose intestinal, apesar de a histopatologia revelar infiltragao
granulomatosa e bacilos alcool-acido-resistentes (BAAR’s). (JOHNE & FROTHIGAM,
1895).

No inicio foi proposto o nome de 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. (JOHNE & FROTHIGAM, 1895).

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 constatagao do crescimento de coldnias satélites, crescendo em
culturas contaminadas com bacilo do feno, o Mycobaterium pheli. Posteriormente conseguiu
isolar um novo BAAR’s que denominou de Mycobacterium enteritidis chronicae
pseudotuberculosae bovis Johne (TWORT & INGRAM, 1912).

Nos anos subsequentes, houve um desenvolvimento de inumeras pesquisas sobre a
paratuberculose no mundo inteiro, com um acumulo consideravel de conhecimento a respeito
da avaliagdo de teste de diagnosticos, no cultivo do agente e, na descri¢ao da doenca clinica.
Nos anos 20, a Doenca de Johne era descrita na Africa e na Asia e tendo inicio na Franca, os
primeiros estudos por Valle¢ e Ringjard com a inoculagdo 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 disseminagdo nos
rebanhos mundiais, tornando-se uma ameagca direta ao desenvolvimento da atividade pecuadria,
devido a sua grande resisténcia idade-independente (CHIODINI, 1993).

Nas décadas de 50 ¢ 60 foram criadas medidas de controle da doenca com numeros
experimentos em vacinagdo e, ensaios de diagnoésticos tais como, migragdo de leucocitos e
teste de imunofluorescéncia, com a finalidade de investigar e identificar a participacao dos
animais subclinicamente infectados (carreadores) na cadeia de transmissdo e manutengdo do
M. avium subs. paratuberculosis dentro do rebanho. Nesse periodo, foram evidenciados os
mecanismos patogénicos, viruléncia, além da infeccdo intra e trans-uterina pelo isolamento do
agente no utero e s€émen (CHIODINI, 1993).

Segundo Chiodini (1993) o somatério dos estudos realizados no mundo inteiro, ao

longo dessas décadas, resultou em avangos de suma importdncia para a compressdo da
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patogenia, patologia, bacteriologia, imunologia, epidemiologia, tratamento e medidas
profilaticas de controle da paratuberculose assim como para o conhecimento da biologia,

fisiologia e estrutura antigénica do M. avium subs. paratuberculosis (CHIODINI, 1993).

3.4.2 PARATUBERCULOSE NO BRASIL
O primeiro registro da enfermidade no Brasil foi realizado por Otavio Dupont (1915),
em animais da raca Flamenga importados da Bélgica para o Estado do Rio de Janeiro, no

entdo Posto Zootécnico Federal em Pinheiro, e divulgado através da publicagdo de uma nota

no Jornal do Comércio do Rio de Janeiro em 05/11/1915 (DACORSO FILHO et al., 1960).

Em 1956, Santos ¢ Silva relataram a doenca, em um touro de seis anos de idade, da
raca Holandesa, importado da Holanda com um ano e meio de idade para uma fazenda no
municipio de Barra Mansa, Estado do Rio de Janeiro. Estes fatos sugerem fortemente que a

enfermidade era exotica e foi introduzida no pais através de animais importados.

Em 1960, Dacorso Filho et al.,, diagnosticaram a doenga através de exames
clinicopatoldgicos em dois bovinos nascidos e criados no Estado do Rio de Janeiro, um no
municipio de Petrépolis e outro no bairro de Bangu, municipio do Rio de Janeiro. Silva e
Pizelli (1961) observaram a paratuberculose em um bovino nacional da raca Jersey,

pertencente a uma propriedade situada no municipio de Petrdpolis, Estado do Rio de Janeiro.

No mesmo ano, Silva (1961) isolou, pela primeira vez no Brasil, o Mycobacterium
paratuberculosis, a partir de suspensdes de ganglios linfaticos mesentéricos de bovino. O
isolamento foi feito em meio de cultura Hohn. Também no mesmo ano, Silva (1961) isolou a
micobactéria em ovos de galinha embrionados, a partir da suspensdo do mesmo material e

constatou a susceptibilidade da espécie a infeccao.

Novamente Silva, em 1968, reproduziu a paratuberculose em ovinos através de
inoculagdo, por via oral, de emulsdo de ganglios linfaticos mesentéricos € mucosa intestinal

proveniente de um bovino com a doenga de Johne.

Posteriormente, Portugal et al. (1979) relataram dois casos da doenca em bovinos no
Estado de Santa Catarina, primeiro em um touro da raga Normanda nacional, de cinco anos de
idade, no municipio de Brusque, e o segundo caso, em uma fémea Holandesa importada da

Holanda em Florianopolis.
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Outro caso clinico da enfermidade foi descrito no Rio Grande do Sul (RAMOS et al.,
1986), o diagnostico foi comprovado em um touro da raga holandesa, doador de sémem em
central de inseminagdo artificial, pelo isolamento do agente. Em Minas Gerais, Nakajima et
al. (1991) relatou 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.

Em 1996, Riveira observou através da sorologia, a presenca da enfermidade em cinco
propriedades no Mato Grosso do Sul e estimou que havia 45,5% de animais reagentes ao teste

ELISA. Ja no Estado de Sao Paulo estimou, o mesmo autor, 65% de soropositivos.

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 importacao
de vacas da Argentina. Fonseca et al. (2000) relataram que 37,9% das vacas foram

soropositivas no teste ELISA em 20 rebanhos no Estado de Sao Paulo.

No Rio de Janeiro, Ferreira et al. (2001), detectou anticorpos contra Mycobacterium
paratuberculosis em 45 propriedades localizadas em diversos municipios do estado, através
do teste ELISA. Foram encontrados 18% de animais reativos distribuidos em 82% das

propriedades.

Em 2002, Gomes et al. isolaram e identificaram Map em amostras provenientes de
oito vacas holandesas, importadas da Argentina, no municipio de Capela de Santana, Estado
do Rio Grande do Sul. Estimaram a infeccdo em 39,8% dos bovinos testados pelo ELISA

indireto.

No mesmo ano, Dias et al. (2002) isolaram o Map a partir de fezes de bovinos
procedentes de um rebanho da Paraiba. O isolamento foi feito na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Cunha et al. (2003) descreveram um caso da enfermidade, em bovino

macho de cerca de quatro anos, da raga Blond D’Aquitane, no Estado de Goias.

Neste mesmo ano, Ferreira et al. (2001) relataram a ocorréncia de paratuberculose em
rebanho bovino, no municipio de Resende, Estado do Rio de Janeiro. O diagndstico foi

baseado nos testes ELISA, cultivo bacteriano e histopatologia.
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Em 2005, Silva relatou a paratuberculose em bovinos de corte em diversos municipios
do Estado do Pard. Ainda em 2005, Acypreste et al. detectaram em Goiania, 60,24% de
animais soro-reagentes 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 doenga através da sorologia, cultivo microbiano e exames anatomo-

histopatologicos, em rebanho bovino.

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

anatomohistopatologicos.

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.

Em 2009, Mota et al. relataram a ocorréncia de paratuberculose em rebanho bovino

leiteiro da raca Gyr na Paraiba.

Em 2010, observou-se 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). Em seguida,
Dalto et al. (2012) relataram um rebanho bubalino infectado por Map na regido Sul, no estado
do Rio Grande do Sul.

Em 2012, Medeiros et al, encontraram, através da determinagdo de anticorpos pelo
ELISA para o Map, a doenga 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.

Reis 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

Maranhdo, observaram uma frequéncia de 4,3% (6/140) dos bufalos apresentando bacilos
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alcool-acido resistentes (BAAR) no Ziehl-Neelsen, ¢ 5,71% (7/140) tiveram amplificacdo do

material genético na qPCR.

3.4.3 ETIOLOGIA

A paratuberculose ou enterite paratuberculosa, conhecida também doenca de Jonhe
como ¢ causada pelo MAP. Antes conhecido apenas como Mycobacterium paratuberculosis,
a Associacdo Internacional de Paratuberculose propos sua reclassificagdo como subespécie do
M. avium passando a ser chamado mundialmente como Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MANNING & COLLINS, 2003).

Quanto ao crescimento, suas colonias aparecem entre quatro a 12 semanas, levando
assim, meses desde o cultivo até a sua identificacdo (CARTER, 1988). Seu meio de cultura
necessita da incorporagdo, de um fator de crescimento, chamado micobactina, derivado de
uma micobactéria patogénica, a Mycobacterium phlei (CARTER, 1988; MANUAL MERCK,
1997).

Isto torna uma caracteristica importante para a sua identificagdo, pois, muitas
micobactérias sao capazes de produzir por si mesmas a micobactina, porém, o MAP nao
possui esta capacidade, necessitando deste fator para crescer em laboratéorio (MANUAL,
1996). O MAP ¢ um microrganismo aerobico que se apresenta na forma curta, grossa € nao
esporulada (CARTER, 1988). Com o tamanho variando entre 0,3 a 2 pum de largura
(SEFFNER, 1988).

E um bastonete intracelular acido-resistente, encontrado em aglomerados no interior
de macrofagos, na lamina propria intestinal, e nas fezes de ruminantes infectados
(STEHMAN, 1993), sendo esta mais uma de suas caracteristicas para observacdo em
microscopio, pois este agente ¢ encontrado em grupos de trés ou mais organismos
(MANUAL, 1996). Quanto a sua sobrevivéncia, estudos demonstraram uma maior
sobrevivéncia em solo umido ou alagado comparado com o solo seco exposto a temperaturas
elevadas (SCHOROEN et al., 2002).

Nas 4guas fluviais e em pogas d’agua, ¢ relatado um periodo de cinco ou nove meses
(CHIODINT et al., 1986). Na agua esterilizada sobrevive por mais de nove meses (Silva,
1990). Nas fezes e no solo aproximadamente um ano (CHIODINI et al., 1986; MANUAL
MERCK, 1997). A sobrevivéncia € inibida pela exposi¢ao a luz do sol, calor, urina, e pelo
processo de ensilagem (STEHMAN, 1993).

A resisténcia aos acidos e aos alcalis é tomada como uma de suas caracteristicas de
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classificagdo: bacilo alcool-acido resistente. Possui resisténcia ainda ao cloranfenicol e a
penicilina, a qual ¢ adicionada aos meios de cultura a fim de evitar crescimento de outros
agentes. E destruido pelos cresois a 5% em duas horas, pela formalina e o lisol a 5% em 10

minutos (MANUAL MERCK, 1997).

3.4.4 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

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 introdu¢do da doenga em rebanhos livres estd associada aos
animais portadores do Map na forma subclinica. A infec¢do esta estritamente ligada com faixa
etaria, geralmente ocorrendo nos primeiros meses de vida, com predile¢do por animais jovens,
porém a doenga se manifesta com maior frequéncia, entre dois e cinco 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 contagio entre animais faz-se principalmente pela contaminagdo 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 imunologico completamente desenvolvido,
aumentando os riscos de infeccio (MOMOTANI et al., 1988).

Alguns fatores intrinsecos restritos aos bezerros lactentes contribuem para a maior
susceptibilidade dos animais jovens a infeccdo 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
contrario de locais com solos 4cidos onde hé registros de ocorréncia de sinais clinicos
acentuados. Este fato estd aparentemente relacionado ao efeito do pH na assimilagdo do ferro
pelo Map; ou melhor, um ambiente 4cido aumenta a captacdo do ferro pela micobactéria
(JOHNSON-IFEARULUNDU et al., 1997).

O ferro ¢ um elemento essencial para a maioria das bactérias, sua disponibilidade e

sequestro estdo associados com a viruléncia e sobrevivéncia bacteriana. Bactérias e fungos
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produzem receptores de membrana especificos para o transporte do ferro, e excretam
sideroforos, complexos soluveis de ferro, que sdo captados por receptores de membrana da
bactéria e, posteriormente liberados na célula por hidrdlise do quelador (BARCLAY, 1985
apud JOHNSON-IFEARULUNDU et al., 1997).

A maioria das espécies do género Mycobacterium spp produz dois sideréforos:
micobactina e exoquelina (SNOW, 1970; FISS et al., 1994; GOMES, 2002). O Map nao
produz micobactina o que o torna incapaz de sequestrar o ferro fora do hospedeiro; esta
dependéncia foi comprovada “in vitro” através da adigdo de concentracdes elevadas de ferro
ou suplementagdo com micobactina ao meio de cultura. A dependéncia & micobactina ndo ¢é
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 alteragao do pH do meio e a concentragdo de ferro influenciaram
o crescimento do Map na auséncia de micobactina, e relataram crescimento 6timo em pH
entre 5,5 ¢ 6,0. A dependéncia a micobatina pode ser substituida pela agdo de altas
concentragdes de ferro no meio artificial de cultivo (COCITO et al., 1994).

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

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

Outras condigdes como carga de microrganismos, idade, estresse, doengas
imunossupressoras e periodo pds-parto sdo consideradas fatores desencadeantes do processo e
influenciam na susceptibilidade dos animais a infec¢ao (STABEL, 1998).

Um fator que contribui para alto risco da infec¢do € a criacdo de bovinos em sistema
de confinamento, devido ao fato da grande contaminagdo do ambiente com fezes de animais
infectados, que favorece a manuten¢do do Map dentro do rebanho. No pasto, o agente persiste
por longos periodos e em condi¢des favoraveis, e pode permanecer infectante por mais de um
ano; a micobactéria ¢ sensivel a luz solar e ao ressecamento e sua sobrevivéncia ¢ reduzida
por contato constante com fezes e urina no ambiente (JOHNSON-IFEARULUNDU et al.,
1997).
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Outras formas de transmissao sdo, contagio interespécies o qual afirma a possibilidade
de infeccdo de ovinos com bovinos, caprinos, cervideos vice-versa; a infecgdo ocorre de
forma vertical trans e intrauterina para o feto ou por s€émen de machos infectados (OIE, 2012).

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, 1984).

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 considerada um aspecto epidemioldgico importante, (GOMES et al., 2002; MOTA
et al., 2007).

Estudos realizados no Brasil com bezerros de rebanhos bubalinos criados no sistema
de aleitamento natural, diretamente do Ubere, onde varios bezerros mamavam coletivamente
nas fémeas lactantes, relataram que esta condi¢do pode favorecer os indices de animais
soropositivos nas 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 infec¢do, os fatores de risco que influenciam na transmissao do patdégeno,
se a infecgdo € resultado da introdu¢do de um animal proveniente de outro rebanho ou se esta
associada ao contato com o ambiente contaminado da propriedade. Isto facilita a avaliagcao de
programas de controle regionais e ado¢do de medidas sanitarias estratégicas, direcionado para

cada rebanho (MOTIWALA et al., 2000).

3.4.5 PATOGENIA

Ap0s a ingestdo de alimentos ou dgua contaminada com o MAP, estes vao localizar-se
na mucosa do intestino delgado, em sua porg¢ao final, predominantemente na regido ileocecal,
e nos linfonodos associados (CORREA & CORREA, 1992).

Ao chegarem no lumen intestinal, os MAPs sdo capturados pelas células M que
revestem as placas de Peyer, 14 porém, nao chegam a ser digeridos, por possuirem em sua
camada externa um elevado conteudo de lipidios (STEHMAN, 1993), ha multiplicagdo da

micobactéria, causando um aumento de volume celular e deslocamento de seus nucleos para
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os polos, dispondo os macréfagos em associagdes ou acimulos celulares, tomando carater de
célula epitelidide. H4 entdo, morte dos macrofagos e liberagdo das bactérias, que novamente
sao fagocitadas, provocando acimulos de macrofagos carregados de bactérias nas vilosidades
e posteriormente nas camadas profundas da lamina propria. Assim como, aumento de volume
das vilosidades. As glandulas da lamina propria desagregam-se e, sdo em parte destruidas por
atrofia (SEFFNER, 1988).

A ruptura da arquitetura mucosa normal e dos linfaticos associados pelos macrofagos,
linfocitos € mondcitos recrutados provoca a distor¢ao das vilosidades e criptas. A atrofia da
vilosidade conduz a ma absor¢ao das proteinas (STEHMAN, 1993).

Em consequéncia ao escoamento persistente da proteina no limen do jejuno, observa-
se fraqueza muscular, hipoproteinemia ¢ edema, com a membrana mucosa tornando-se
enrugada e engrossada devido as células epitelidides e gigantes, contendo varios
microrganismos que podem ser eliminados com as fezes (CARTER, 1988).

Ha excessiva producdo local de IgG na mucosa intestinal, formando complexos
imunes, que possuem atividade quimiotaxica direcionada para os macréfagos, podendo
provocar a degranulagdo dos mastdcitos, e liberacao de histamina, o que resulta na inflamagao
e vasodilatagdo local, implicando na patogénese da diarréia, na paratuberculose (STEHMAN,
1993).

Os microrganismos ndo produzem toxina, agem como corpo estranho e estimulam a
formacdo de células conjuntivas, e as lesdes se apresentam com acimulo de células
epitelioides, de células gigantes, linfocitos e polinucleares. Nao ha necrose, nem formagao de
tubérculos (CARTER, 1988).

Dependendo da resisténcia do animal, a infec¢do ¢ eliminada ou o animal permanece
infectado como um portador sdo. Os portadores sub-clinicos excretam um niimero variavel de

MAP nas fezes (MANUAL, 1996).

3.4.6 SINAIS CLINICOS
Sobre a primeira observacdo de Paratuberculose no Brasil, em um touro da raga
Holandesa, com seis anos de idade, importado da Holanda, foram detectados os seguintes

sinais clinicos: diarréia intermitente e fétida, severa emaciacao, caquexia e auséncia de febre

(SANTOS & SILVA, 1956).

Diarréia persistente, irresponsiva ao tratamento, rapida perda de peso, apetite normal e

auséncia de febre sdo sinais tipicos da Paratuberculose bovina. A diarréia, apesar de cronica,
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alterna com algumas fases de melhoras, em que o estado diarréico desaparece (COLLINS et
al., 1999). Na doenga propriamente dita, a fase clinica pode ser antecipada devido a fatores de

estresse, como parto, lactagdo e ma nutrigado (CHIODINE et al., 1984).

Edema submandibular e em outras areas também pode ser visto em casos avancados
da doenga. Além disso, a emaciacdo, com marcante perda de massa muscular, séria atrofia do
deposito de gordura e fluido de efusdo na cavidade 24 corporal sdo frequentemente

observados (BARKER et al., 1993).

A anemia ¢ detectada ocasionalmente e a pele dspera com alopecia e, algumas vezes,
despigmentada podem ser vistas em casos clinicos da doenca (BLOOD et al., 1991;
STEHMAN, 1990) Existe pouca correlacdo entre a severidade da sindrome clinica e a
severidade das lesdes. Muitos animais que chegam a morrer podem conter lesdes macro- ¢
microscopicas tao sutis que nao podem ser notadas a menos que sejam investigadas. Por outro
lado, lesdes severas podem ser notadas em animais relativamente saudaveis (BARKER et al.,

1993).

A Paratuberculose bovina subclinica esta associada ao aumento dos sinais
inespecificos como diminui¢do da produgao de leite e transtornos reprodutivos € uma maior
incidéncia de mastites (MERKAL et al., 1975). No entanto, alguns animais nao exibem uma
sintomatologia clinica definida da moléstia. Esta, por sua vez, ¢ uma caracteristica importante

na disseminag¢do da doenga (BLOOD et al., 1991).

3.4.7 PATOLOGIA

Nos animais infectados acontecem mudangas imunologicas e morfologicas.
Apresentam trés estdgios: (1) subclinico, sem eliminacdo do agente, (2) subclinico, com
eliminagdo e (3) clinico e intermitente, com eliminagdo permanente do agente. Cada estagio
associado com mudangas patologicas (BUERGELT & GINN, 2000).

As lesdes macroscopicas sdo principalmente encontradas no intestino delgado e nos
linfonodos associados (DRIEMEIER et al., 1999). O local mais comum ¢ a parte terminal do
ileo, muito embora seja comum alteracdes no restante do intestino delgado e grosso, assim
como nos linfonodos mesentéricos (JONES et al., 2000).

A valvula ileocecal mostra-se inflamada e aumentada de tamanho 15 a 20 vezes. Os
linfonodos mesentéricos afetados tornam-se hipertrofiados, edematosos, e palidos, com fraca
distingdo corticomedular. Nos casos avancados ha enterite granulomatosa difusa ou segmentar
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que afeta o trato intestinal desde o duodeno até o reto, porém ¢é bastante comum ser
encontrada no ileo distal (STEHMAN, 1993).

Podem ocorrer ainda, mineralizacdo da parede de artérias, com presenga de placas
esbranquicadas, opacas, irregulares que se salientam na superficie interna dos grandes vasos
(DRIEMEIER et al., 1999).

Classicamente, a mucosa tem aparéncia enrugada, apresentando um aumento na
espessura da parede intestinal de trés a quatro vezes a mais que o normal, ficando com o
aspecto das circunvolugdes cerebrais (BLOOD et al., 1983, DRIEMEIER et al., 1999). Nao
ha ulceracdo ou descontinuidade na superficie da mucosa, nem nddulos, como ocorre na
tuberculose (SEFFNER, 1988).

Nao ocorrem lesdes nos fetos infectados, mas o microrganismo pode ser isolado das
visceras, da placenta e do ttero (BLOOD et al.,, 1983). Na microscopia as principais
alteragdes observadas estdo no intestino delgado, nos vasos linfaticos e nos linfonodos
mesentéricos, apresentando enterite, linfangite e linfadenite granulomatosas.

No intestino, a lesdo € principalmente observada na mucosa e submucosa do jejuno e
ileo com presenga de infiltrado inflamatério assumindo aspecto epitelidide ou células gigantes
de Langhans, contendo grande quantidade de bacilos alcool-acido resistentes, observados

através da técnica de Ziehl-Neelsen (DRIEMEIER et al., 1999).

3.4.8 DIAGNOSTICO

O diagnostico da paratuberculose ¢ baseado em aspectos importantes, tais como,
observacgao dos sinais clinicos tipicos, identificagdo do Map em amostras de fezes através da
microscopia (coloragdo para evidenciacdo de BAARSs), do isolamento do agente em meio de
cultivo especifico ou pela deteccdo de DNA da micobactéria. Na necropsia, pode ser
observada lesdes caracteristicas da doenga no intestino. Além da demonstragdo de BAAR’s
em esfregacos, histologia e/ou isolamento de Map em cultivo bacteriano especifico para
confirmacao de diagnostico laboratorial (OIE, 2012).

A fase subclinica da infeccdo 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 elei¢do de uma determinada técnica laboratorial depende das circunstancias e do grau

de sensibilidade diagnostica necessaria para detecgdo da infeccdo em nivel individual ou de
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rebanho (OIE, 2012). No entanto, a ineficiéncia dos testes laboratoriais para detec¢do dos
animais na fase clinica ou subclinica da doenga ¢ o principal empecilho no diagnostico e

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

3.4.9 ACHADOS DE NECROPSIA

Na necropsia observam-se, vasos linfaticos proeminentes, esbranquigados e com
aspecto tortuoso, que pode se estender da serosa intestinal até o mesentério; ¢ um achado
macroscopico que conduz ao diagnostico presuntivo da paratuberculose a necropsia, nos casos
avancados da doenca de Johne (BUERGELT et al., 1978).

Lesdes 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 formacgao de
rugas e pregas transversais, além disso, apresenta aspecto microgranular em sua superficie
(CLARKE, 1997; CHIODINI et al., 1984).

No estdgio 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).

3.4.10 REACAO EM CADEIA DE POLIMERASE QUANTITATIVA EM TEMPO
REAL (qRT-PCR)

A PCR ¢ uma ferramenta de diagndstico rapida 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 eficiéncia do isolamento do DNA a partir de amostras
clinicas, das condi¢cdes da amplificacdo e do método de detec¢do dos produtos da PCR. No
entanto aproximadamente 1010 cépias de fragmentos com 100pb sdo necessarios para tornar
possivel a visualizagdo das bandas no gel (ALTWEGG, 1995). Além disso, a especificidade
também ¢é questionavel. Portanto, a especificidade e sensibilidade do teste PCR devem ser
melhoradas através de modificagdes e adigdes de etapas nos protocolos ja descritos, tais
como, o real-time PCR, métodos de hibridizagdo, determina¢ao de produtos da PCR com
enzimas de restricdo, sequenciamento, PCR-ELISA e ou nested-PCR (EELES et al., 1992;
POLJAK et al., 1996).

Diversos autores propuseram métodos de diagnodstico molecular em tecidos fixados em
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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. (1987) identificaram o elemento de inserc¢ao
denominado IS900 no genoma do Map; ha de 15 a 20 copias e seu tamanho equivale a
1451pb do qual 66% ¢ 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 ja foi confirmado em Mycobacterium sp.
(ENGLUND et al., 2002; BANNANTINE et al., 2002). Nestes casos sugereutilizacao de
enzima de restrigdo nas amostras positivas para confirmar se a sequencia amplificada ¢
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) ¢
bufalos (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).

3.4.11 TRATAMENTO

Nao ha tratamento especifico para a paratuberculose. Mesmo em animais tratados com
antibioticos, a doenga mostra-se refrataria ao tratamento (DRIEMEIER et al., 1999). Devido
as micobactérias possuirem o seu exterior complexo o que contribui para a resisténcia a
muitos agentes antimicrobianos (MURPHY et al., 2002).

O uso de drogas antimicobacterianas ameniza os sinais clinicos e a excre¢ao do
microrganismo pelas fezes, porém ndo ¢ capaz de eliminar completamente a infeccao
(JOHNSON-IFEARULUN et al., 1997). A utilizagdo de medicamentos farmacologicos nao 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 estimado dos animais, tornando-se uma

pratica economicamente inviavel ao bolso do produtor (LARSEN et al., 1975).
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3.4.12 CONTROLE

Mundialmente, as medidas de controle sdo baseadas em abate dos animais positivos
(MANUAL MERCK, 1997), separacao da mae imediatamente apds o nascimento dos filhos
de vacas positivas, alimentagdo com colostro pasteurizado ou proveniente de vacas negativas.
Aquisicao de animais de areas com certificagdo livre da doenga (STERNBERG et al., 2002).
A separacdo dos animais adultos e jovens é importante, evitando a transmissdo entre os
grupos, principalmente, pela agua de beber e alimentos contaminados pelas fezes
(STEHMAN, 1993).

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

A maioria dos programas de controle para a paratuberculose prioriza a redugdo da
intensidade dos sinais clinicos, pois a erradicacdo da infeccdo do rebanho parece ser uma
tarefa inviavel, devido em parte, a insensibilidade dos testes diagndsticos; a permanéncia de
animais infectados no plantel atua com fonte de infec¢do de novos animais (HUYGEN et al.,
2010).

As vacinas evitam a doenga clinica, mas ndo previne a infec¢do (Manual, 1996;
BENEDICTUS et al., 2000), além de reduzem a quantidade de microrganismos eliminados
nas fezes (SHERMAN, 1987).

A implantacdo de programas de vacina pode ser uma alternativa em determinados
paises, porém, ndo tém sido alcangadas formulagdes de vacinas que fornegam protegdo a
todos os animais do rebanho, que previna a eliminacdo de Map ou ainda, que confira total
protecdo contra a infeccdo. As vacinas frequentemente causam a formagdo 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 imunologicos 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 Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (MAPA, 2006).

A importancia da doenga de Johne ndo se restringe somente as perdas econdmicas
causados a industria animal, mas também a possivel participagio do MAP na ileocolite

granulomatosa que afeta os seres humanos, conhecida como doenca de Crohn (YAMASAKI
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et al. 2013). Neste contexto, pesquisadores tém relatado a presenca de MAP no leite cru e
pasteurizado (GRANT 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 doenga de
Crohn (NASER et al. 2004). Similaridades entre a paratuberculose e a doenga de Crohn,
foram observadas por DALZIEL em 1913, e posteriormente por CROHN et al. em 1932.

A doenca de Crohn ¢ considerada, uma enfermidade sistémica, caracterizada por um
processo inflamatorio cronico, transmural e recidivante. Provoca a formacao de tlceras,
espessamento da parede intestinal e formagdo de fistulas em varias partes do trato
gastrintestinal de humanos (CLARKE, 1997; SELBY, 2000). Possui similaridades patologicas
com a forma tuberculdide (paucibacillary) da paratuberculose no que diz respeito as
alteracdes cronicas granulomatosas ndo caseosas das lesdes que acometem a parede intestinal

e tecidos linfoides adjacentes (CLARKE, 1997).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 AREA DE ESTUDO

A Baixada Maranhense est4 inserida na Mesorregido 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°00*-45°33“W, abrangendo uma
area total de 17.579,366 Km?, (IBGE, 2015), a regido constitui uma ampla diversidade de

ricos ecossistemas, tais como rios, lagos, estuarios e areas alagavam, fazendo parte da

Amazonia Legal Brasileira. Sdo formadas pelas bacias hidrograficas dos rios Mearim,

Pindaré, Grajat, Pericuma, Turiagu e Aura, que durante o pico das chuvas, entre os meses de

abril e maio, acabam transbordando e suas aguas inundam as planicies da regido, mantendo os

campos submersos durantes praticamente seis meses do ano (VASCONCELOS, 2012)

(Figura 01).
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Figura 1. Mapa do Maranh@o evidenciando a Baixada Maranhense e os municipios que a compde.
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4.2 AMOSTRAGEM

O presente estudo foi realizado na populagdo 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 varias cidades da regido.

Tendo em vista a procedéncia dos animais através do Guia de Transporte Animal
(GTA), fornecido pelo técnico responsavel do abatedouro, foram selecionadas 115 (n= 66
fémeas) e (n= 49 machos) com idade acima de 36 meses das ragas de Murrah, Mediterraneos
e seus mesticos, assintomaticos. Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica e
Experimentacdo Animal - CEEA do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual

do Maranhdo - UEMA, conforme protocolo n° 21/2014, para a execugao da pesquisa.

4.3 COLETA DE FRAGMENTOS DE TECIDO

Entre os meses de agosto e setembro de 2015 foram realizadas visitas quinzenais, onde
foram avaliados e coletados fragmentos de diversos 6rgdos. Primeiramente foi feita a lavagem
dos tecidos, seguida da antissepsia e retirada de fragmentos dos linfonodos mesentéricos,
intestino delgado e intestino grosso. As amostras coletadas eram devidamente acondicionadas
em criotubos estéreis e posteriormente acondicionadas a -20°C até a realizagdo dos testes

moleculares.

4.4 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.

4.5 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Foramcoletadas115 amostras de linfonodos mesentéricos, intestino delgado e grosso,
estas por sua vez foram submetidas a realizagdo do exame de bacterioscopia de 6rgdos. Para
esse diagnostico foram encontrados 26 animais positivos para a enfermidade paratuberculose
de forma subclinica. Posteriormente esses 26 animais foram encaminhados para avaliagdo

molecular, o qRT-PCR.
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4.6 EXTRACAO DE DNA E PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (qRT-PCR)

A extracdo do DNA foi realizada com o kit de extragdo Qiamp DNA Stool (Qiagen
cat. 51504), conforme instrucdes do fabricante. Apds as extragdes dos DNAs, as reacoes de
amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25,0mL contendo: SuL de DNA
gendmico; 1yl  dos primers especificos para IS900 a 10uM (DF: 5°-
GACGACTCGACCGCTAATTG-3> e o DR-1: 5-CCGTAACCGTCATTGTCCAG?3’);
5,5uL de 4gua 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
reagOes 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 QSoftware v1.7” para acompanhar e
realizou-se a interpretagdo dos resultados da qPCR. Para controle positivo e negativo foi

utilizada uma cepa referéncia de Map e outra de Mycobacterium bovis, respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 ALTERACOES MACROSCOPICAS

5.1.1VASOS LINFATICOS

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

mesentério (Figura 2).

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

Esta pesquisa assemelha-se com estudos descritos por Yamasaki e colaboradores no
ano de 2010, em estudo com bovinos no estado do Rio de Janeiro, onde os vasos linfaticos do
mesentério apresentavam por vezes tortuosos, esbranquicados e em diversas regides

intestinais.

Esses vasos nitidamente visiveis e proeminentes devido a inflamagdo o que confere
aspecto varicoso podendo se estender desde a serosa intestinal até o mesentério. A linfangite,
comumente observada, é a caracteristica macroscopica presuntiva do diagndstico da
paratuberculose a necropsia (BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; MERKAL, 1984;
DRIEMEIER et al., 1999).0 espessamento e opacidade dos vasos linfaticos, em casos mais
severos com aspecto tortuoso, visualizados postmortem 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 inflamatorias,
macrofagos e células gigantes, observados ao exame histopatologico. Esses achados foram
frequentes em nossos animais e ja descritos por pesquisadores (MOTA et al., 2010;

YAMASAKI et al., 2010).
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5.1.2 LINFONODOS

Os linfonodos mesentéricos estavam moderadamente hipertrofiados, umidos brilhantes

e protraidos ao corte, com a regido medular em geral apresentando coloragdo marrom-escura,

em alguns animais também havia nodulos esbranquicados; ja a regido cortical estava

espessada e com areas irregulares e esbranquicadas, de aparéncia multinodular com diametros

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

Figura 3. Fotografia da cadeia de linfonodos mesentéricos com um aumento de volume. Paratuberculose subclinica,

Baixada Maranhense, MA,2015.

Figura 4. Fotografia de linfonodo mesentério
protraido ao corte, com regido medular escura e
cortical com areas claras com aciimulo de liquido
esbranquigado leitosas. Paratuberculose subclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015.

Figura 5. Fotografia de linfonodo mesentério com regido
cortical marrom e medular enegrecida com acumulo de
material ~ sanguinolento.  Paratuberculose  subclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015.
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Esses linfonodos mesentéricos, principalmente os ileocecais estdo normalmente
aumentados. Algumas vezes, estdo notadamente palidos e edematosos, especialmente, na
regido medular. Linfangite e linfangiectasia sdo comuns. Os vasos linfaticos se mostram
frequentemente como se fossem cordas espessadas tracadas da serosa mesentérica até os
linfonodos mesentéricos. Frequentemente, somente a linfangite ¢ observada como alteragdo
macroscopica e ¢ bastante especifica para justificar um diagndstico presuntivo de
paratuberculose durante uma necropsia (CHIODINI et al., 1984; BARKER et al., 1993),
confirmando a presenca de lesdes caracteristicas da paratuberculose subclinica nos resultados

obtidos.

5.1.3 INTESTINO DELGADO

Na cavidade abdominal observou-se as alcas do intestino delgado, espessadas, com

aspecto anelado e/ou cerebroide (Figuras 6 e 7).

Figura 6. Fotografia da parede do intestino delgado dilatada e espessada, com aspectos cerebroides.
Paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.
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Figura 7. Fotografia da parede do intestino delgado espessada e enrugada, com aspecto cerebroide
(seta). Paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.

A abertura do duodeno evidenciavam-se mucosas e superficies irregulares e
espessadas, enrugada ou pregreada, em determinados animais notou-se areas com
avermelhamento seguidas de hemorragicas petequiais; havia conteudo intestinal semi-liquido

e pastoso de cor marrom-claro (Figura 8 ¢ 9).

Figura 8. Fotografia da mucosa duodenal espessada, com aspecto enrugado. Paratuberculose
subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.
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Figura 9. Fotografia com evidente espessamento e pregueamento da mucosa duodenal
com presenca de conteudo liquido amarronzado (seta). Paratuberculosesubclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015.

O jejuno também demonstrava a mucosa espessada, enrugada, com aspecto
semelhante a giros cerebrais, com areas difusas essas lesdes difusas ou irregulares; em geral
as lesdes restringem-se ao tergo final do jejuno estendendo-se a por¢ado final do ileo. Notou-se

acumulo de secre¢do viscosa de cor marrom-clara (Figura 10).

Figura 10. Fotografia da mucosa espessada e pregueada com areas hiperémicas
(setas), observa-se contetido liquido amarronzado. Paratuberculosesubclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015.
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No ileo evidenciava a parede espessada, com aspecto anelado e ou cerebroide, de
aspecto proliferativo visivel também na mucosa, o que muitas vezes dava um aspecto
enrugado ou pregueado. Com frequéncia se via areas 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 conteido do intestino delgado em geral

era liquido e de cor verde-oliva claro o amarelado até marrom escuro.

Figura 11. Fotografia da mucosa espessada e pregueada com cor marrom-
escuro.Paratuberculose subclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015.

Figura 12. Fotografia da mucosa espessada e pregueada, areas com multiplas petéquiais
hemorragicas e presenga de liquido semiliquido amarronzado.Paratuberculose subclinica,
Baixada Maranhense, MA, 2015.

43



No duodeno, observaram-se estruturas polipdides na superficie da mucosa espessada,
nos cortes histologicos dessas areas, os achados histologicos correspondiam a proliferacao de
glandulas duodenais e intestinais, que conferia aspecto “arboriforme” a superficie da mucosa.
Nessas areas havia infiltracao inflamatoria semelhante a outras se¢des do intestino, porém em
menor intensidade e ndo se via qualquer estrutura que pudesse sugerir parasitose ou outro
processo patoldgico. Na literatura ndo se encontrou referéncia a lesdo descrita, em animais
com paratuberculose.

Segundo RAMOS e colaboradores (1986), as alteracdes macroscopicas, restritas ao
intestino delgado, resumiam um quadro de enterite,caracterizada pela hipertrofia da mucosa
intestinal e pelo aspecto cerebroide da mesma, além do aumento de volume dos linfonodos. A
mucosa intestinal, em alguns casos, pode apresentar areas levemente avermelhadas devido a
congestdo ou a multiplas petéquias hemorragicas, as quais podem ser detectadas em todo trato
intestinal, tanto no intestino delgado quanto no grosso (DACORSO FILHO et al., 1960),
Aspectos bem evidenciados no presente estudo, em bufalos positivos para paratuberculose de
forma subclinica.

J& Driemeier e colaboradores (1999) ressaltaram para a diferenciagdo da aparéncia
corrugada adquirida logo ap6s a morte devido a persisténcia do peristaltismo, com o aspecto
que ¢ caracteristico da doencga; segundo Stehman (1990), nos casos de paratuberculose, ao

estirar uma porg¢ao da alga intestinal esta aparéncia ndo desaparece.

5.1.4 INTESTINO GROSSO

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

transversais, com aspecto microgranular na superficie.

Figura 13. Fotografia da valvula ileo-cecal aumentada de volume e 44
edemaciada. Paratuberculosesubclinica, Baixada Maranhense, MA, 2015



O Ceco apresentava-se distendido, com mucosa espessada, em alguns casos
evidenciou-se regides avermelhadas com multiplas petequeais hemorragicas 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); Ceco com
mucosa dilatada e pregueada com areas irregulares avermelhadas (B) paratuberculose subclinica, Baixada
Maranhense, MA, 2015.

O colon exibia, acentuado espessamento e evidente pregueamento. Notou-se, em
determinados casos areas avermelhadas e aspecto granular da mucosa. O conteudo variava de

pastoso a liquido de cor verde-oliva escuro (Figura 15).

Figura 15. Fotografia de pregueamento com areas avermelhadas na mucosa
enrugada.Notou-se liquido verde-oliva. Paratuberculose subclinica, Baixada
Maranhense, MA, 2015.
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As lesdes na mucosa podem ocorrer do duodeno até o reto, sendo segmentadas ou
continuas. S3o mais desenvolvidas na regido do ileo terminal e na parte inicial do intestino
grosso. A regido da valvula ileo cecal ¢ também bastante 25 afetada, normalmente,
mostrando-se com tamanho aumentado (CHIODINI et al., 1984).

A auséncia de um colabamento completo da mucosa intestinal do ileo foi detectada
por Gomes (2002) em casos de lesdes acentuadas. O limem do ileo era mantido mesmo sem
conteudo no seu interior. A mucosa ileal se mostrava altamente espessada quando comparada
com outras areas do intestino. A alteracdo macroscopica classica ¢ o espessamento difuso da
mucosa, a qual estd revestida com rugas transversais, semelhantes as circunvolugdes
cerebrais. Esta acentuada hipertrofia da mucosa, normalmente observada no intestino delgado
lhe confere um aspecto nitidamente cerebroide, sendo tal lesdo proveniente do acumulo de
células inflamatorias cronicas e edemas na mucosa e submucosa (GOMES, 2002; SANTOS &
SILVA, 1956), Seguindo assim ao encontrado no estudo.

O aspecto cerebroide e anelado das algas intestinais, observados através da mucosa,
decorrentes do acentuado espessamento da parede intestinal, foi atribuido a severa infiltragao
inflamatoria, principalmente em mucosa e submucosa do jejuno e ileo. O comprometimento
das camadas muscular e serosa do intestino, pela extensdo da infiltracdo inflamatéria da
mucosa € submucosa alteragdo a estrutura natural da parede lumial dos intestinos,
promovendo uma baixa absorg¢ao.

E por sua vez a aparéncia enrugada da mucosa do intestino, comumente observada em
animais com paratuberculose clinica, ndo desaparece quando o intestino ¢ distendido
(MERKAL, 1984; YAMASAKI et al. 2013); este achado ndo deve ser confundido com a
alteragcdo que ocorre logo ap6s a morte devido a persisténcia do peristaltismo (DRIEMEIER,
et al., 1999).

Essas lesdes macroscopicas descritas foram observadas por diversos autores nacionais
em bovinos (SANTOS & SILVA 1956, DACORSO-FILHO et al., 1960, SILVA & PIZELLI,
1961, PORTUGAL et al., 1979, DRIEMEIER et al., 1999, CUNHA et al., 2003, RISTOW et
al., 2006, MOTA et al. 2007, OLIVEIRA et al. 2008, MOTA et al. 2009, YAMASAKI et al.,
2010) e bubalinos (REIS et al.,, 2015, MOTA et al., 2010, DALTO et al., 2012).
Adicionalmente, alguns autores observaram mineraliza¢cdo das grandes artérias com a intima
dos vasos enrugada, esbranquicada com aspecto opaco e confirmado ao exame
histopatologico em bovinos (DRIEMEIERET et al., 1999, CUNHA et al., 2003, YAMASAKI
et al., 2010) e também em bubalinos (DALTO et al., 2012).
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5.2 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (qRT-PCR)

Na PCR em tempo real se observou a amplificacdo da sequéncia genética 1S900
especifica para Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em 57,7% (15/26) 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

(Figura 16).
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Figural6. Amostras de tecidos que tiverem seu material genético amplificado para o0 MAP. Linha de
pico maior (controle positivo), linha de pico menos (controle negativo).

Em estudo realizado com bufalos no norte da india observou-se que de 25 linfonodos
mesentéricos utilizados na pesquisa, 40,0% (10 amostras) foram positivos em IS 900 PCR

(YADAV et al., 2007).
Segundo Clark et al. (2008), o uso de PCR em tecidos para detec¢do de Map nos

rebanhos ¢ muito util, de grande sensibilidade, rapidez e confidvel, desde que controles
negativos e positivos sejam utilizados.

No Brasil, o primeiro estudo com o uso da técnica de diagnostico PCRIS900 foi
realizado por Rodrigues e colaboradores, no ano de 2005, em animais da espécie bovina, no
Rio de Janeiro. Evidenciando o quanto a técnica de PCR ¢ nova para estudos com
Paratuberculose.

Ja as primeiras pesquisas cientificas com animais da espécie bubalina foram em
Pernambuco por Mota e colaboradores no ano 2010, com o uso de diversas técnicas

diagnodsticas. Onde os resultados obtidos por eles pela técnica de PCR foram 15 (13%)
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fragmentos de jejuno, ileo e linfonodo mesentérico de bufalos positivos para paratuberculose,
se mostrando semelhante aos encontrados neste estudo.

Uma explicacao para o uso da PCR ¢ que quando a carga bacteriana ¢ baixa, os bacilos
alcool acidos resistentes podem ndo ser detectados ao exame histologico, o que poderia
explicar o resultado negativo na bacterioscopia e positivo quando submetido a avaliagdo
molecular qTP-PCR (ZIMMER et al. 1999).

O controle da doenca torna-se fragilizado, em virtude da natureza insidiosa da doenca
de Johne, ao lento desenvolvimento das lesOes intestinais e a baixa sensibilidade dos testes
diagnosticos  disponiveis, particularmente na populagdo de animais infectados e
assintomaticos (CHIODINI et al., 1984; NRCNA, 2003; OIE, 2012). Através do uso da
técnica de qRT-PCR, foi possivel detectar animais sob forma subclinica em bufalos
provenientes de matadouros.

Técnicas do protocolo adotado podem ter interferido na amplificagdo e identificagdo
do material genético submetido a analise 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 apos
tratamentos com substancias distintas, os quais poderiam minimizar os efeitos inibitorios para
a amplificacdo da 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.

No Brasil, a grande importancia econdomica da paratuberculose nos rebanhos
bubalinos, principalmente na regido da baixada maranhense, se d4 por grandes perdas na
produtividade desses animais, uma vez que se tornam ainda mais significativas quando
associadas ao longo periodo de emagrecimento, relacionada com a diminuicao de leite, baixa
eficiéncia reprodutiva, descarte prematuro e reducdo do valor da carcaga ao abate,
dificultando ainda o diagnostico da mesma (BRITO et. al, 2014). Desta forma, a fim de
proporcionar o diagndstico da enfermidade, baseou-se nas alteracdes macroscopicas e pela
amplificacdo do Map através de qRT-PCR.

Nesta pesquisa cientifica foi observada a ocorréncia natural de 57,7% (15/26) da
paratuberculose em bufalos, evidenciando resultados superiores aos encontrados por
Sivakumar e colaboradores em 2006 na India e Reis e colaboradores em 2015 no estado do
Maranhao. Uma possivel explicagdo para esse elevado indice ¢ estar associado a criacdo

extensiva de bufalos na baixada maranhense, ou seja, ndo ha controle e manejo sanitario
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correto, favorecendo transmissdo do Map para os animais jovens, uma vez que a infec¢do
ocorre nos primeiros dias de vida (STABEL, 1998).

Devido a particularidade de a regidao ser de extensos lagos rasos, onde se desenvolve
essencialmente a pecudria bubalina, (MUNIZ, 2007), ligados a vivéncia desses animais na
agua e escassez de manjo sanitario, ¢ que se aponta um outro fator determinante na infecgdo
dos bufalos com o0 MAP, uma vez que esses animais passam o dia nesses lagos e despejando
suas excretas nestes locais, facilitando assim a contaminagao por via orofecal.

Sendo assim, existem poucos estudos sobre a paratuberculose em bubalinos no Brasil,
principalmente na regido nordeste. Havendo assim escassez de dados epidemioldgicos sobre a
mesma. Por conseguinte, ¢ importante ressaltar a relevancia de estudos sobre a detecc¢do e
diagnoéstico de doengas infectocontagiosas, principalmente aqueles que se manifestam de

forma subclinica.
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6 CONCLUSOES

Pode-se concluir que:
v' A paratuberculose subclinica ocorre entre os rebanhos bubalinos abatidos em
matadouros da Baixada Maranhense;
v’ Caracterizaram-se lesdes macroscopicas de tecidos de linfonodos mesentéricos,
intestinos delgado e grosso de bufalos com paratuberculose subclinica;
v' Foi detectada a presenga do Mycobacterium aviumsubsp. paratuberculosis, em
amostras de tecidos de provenientes de bufalos,com a técnica qRT-PCR (PCR

Quantitativo em Tempo Real).
Os métodos moleculares utilizados no referido estudo mostraram ser uma vantajosa

ferramenta diagnostica, devido a rapidez, sensibilidade e especificidade para deteccdo de

Map.

50



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACYPRESTE, C.S., JULIANO, R.S., RIVEIRA, F.E.B., SILVA, L. A.F., FIORAVANTI,
M.C.S. & DIAS-FILHO, F.C. Uso da técnica do ELISA indireto na detecciao de

anticorpos anti - Mycobacterium paratuberculosis em vacas em lacta¢ao. Ciénc. Anim.
Bras. v. 6, n. 1, p. 55-59, 2005.

AGENCIA ESTADUAL DE DEFESA AGROPECUARIA DO ESTADO DO MARANHAO.
Coordenadoria de Defesa Animal. Programa de Prevencdo e Erradicagdo da Febre Aftosa.
Efetivo de bovideos leiteiros do Estado do Maranhao. Out. 2015.

ALBERTS, B. et al. Tecnologia do DNA recombinante. In: . Biologia Molecular da
Célula. 3. ed. Porto Alegre: Artes Médicas, cap. 7. p.291-334, 1997.

ALTWEGG, M. General problems associated whit diagnostic applications of
amplification methods. Journal of Microbiological Methods, v. 23, n. 1, p. 21-30, 1995.

ALINOVI, C. A. et al. Real-time PCR, compared to liquid and solid culture media and
ELISA, for the detection of Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis. Veterinary
Microbiology, v. 136, n. 1-2, p. 177-179, 2009.

BANNANTINE, J.P.; BAECHLER, E.; ZHANG, Q.; LI, L.; KAPUR,V. Genome scale
comparation of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis with Mycobacterium
avium subsp. avium reveals potential diagnostic sequences. Journal of Clinical
Microbiology, v.40, p.1303-1310, 2002.

BARCELOS, D.; FRANCO, M. F.; LEAO, C. Effects of tissue hand lingand processing
stepson PCR for detection of Mycobacterium tuberculosis in formalin-fixed paraffin

embedded samples. Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo, v. 50, n. 6, p.
321-326, 2008.

BARCLAY, R. The role of iron in infection. Medical Laboratory Science, v. 42, p. 166-177,
1985.

Barker, 1., Van Dreumel, A., Palmer, N. The alimentary system. In: Pathology of domestic
animals, 4* edicdo. Editores: K. Jubb, P. Kennedy e N. Palmer. San Diego: Academic Press
Inc. (San Diego), p. 1-318, 1993.

BENEDICTUS, G., VERHOEFF, J., SCHUKKEN, Y. H., HESSELINK, J.W. Dutch
paratuberculosis programme history, principles and development. Veterinary
Microbiology. v.77. p. 399-413, 2000.

BERNARDES, O. Bubalinocultura no Brasil: situacio e importiancia econémica. Revista
Brasileira de Reprodugdao Animal, v.31, n.3, p.293-298, 2007.

BERNARDI, C. C. Conflitos soécio-ambientais decorrentes da bubalinocultura em

territorios pesqueiros artesanais: o caso Olinda Nova do Maranhio. Orientadora: Sueli
Corréa de Faria, 2005.

51



BLOOD, D. C., HENDERSON, J. A., RADOSTITS, O. M. Clinica Veterinaria. 4 ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, p. 1121, 1983.

BOLSKE, G.; HERTHNEK, D. Diagnosis of paratuberculosis by PCR. In: BERHS, M. A _;
COLLINS, D. M. (Eds). Paratuberculosis. Organism, disease, control. Cambridge: CAB
International. Cap. 23, 2010.

BUERGELT, C. D. et al. In vitro lymphocyte transformation as a herd survey methods
for bovine paratuberculosis. American Journal of Veterinary Research, v. 39, p. 501-595,
1978.

BUERGELT, C. D., & GINN, P. E. The histopathologic diagnosis of subclinical Johne’s
disease in North American bison (Bison bison).Veterinary Microbiology, v. 77, n. 3, p.
325-331, 2000.

CARTER, G. R. Fundamentos de bacteriologia e micologia veterinaria. Sao Paulo: Roca,
p. 249, 1988.

CASTELLANOS, E., ARANAZ, A. & BUCK, J. Rapid identification and differentiation
of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis types by use of real-time PCR and
high-resolution melt analysis of the MAP1506 locus. J. Clin. Microbiol. 48(4):1474-1477,
2010.

CLARK JR D.L., KOZICZKOWSKI 1J.J., RADCLIFF R.P., CARLSON R.A. &
ELLINGSON J.L.E. Detection of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis:
comparing fecal culture versus serumenzyme-linked immune sorbentassay and direct
fecal polymerase chain reaction. J. DairySci. 91:2620- 2627, 2008.

CHIODINI, R. J. et al. Possible role of mycobacteria in inflammatory bowel disease.
Digestive diseases and sciences, v. 29, n. 12, p. 1073-1079, 1984.

CHIODINI, R. J.; VAN KRUININGEN, H. J; MERKAL, R. S. Ruminant
Paratuberrculosis (Johne’s disease): the current status and future prospects. Cornell
Veterinarian, v. 74, p. 218-262, 1986.

CHIODINI, R. J., HERMON-TAYLOR, J. The thermal resistance of Mycobacterium
paratuberculosis in raw milk under conditions simulating pasteurization. Journal of

Veterinary Diagnostic Investigation, v. 5, p. 629-629, 1993.

CLARKE, C. J. The pathology and Patogenesis of Paratuberculosis in Ruminants and
Other Species. Journal of Comparative Pathology, v. 116, p. 217-261, 1997.

CHIODINI R. J., VAN KRUININGEN, H. J., MERKAL, R. S. Ruminant paratuberculosis
(Johne’s disease): the current status and future prospects. Cornell Veterinary, v. 74, p.
218-262, 1984.

COCITO, C. et al. Paratuberculosis. Clinical Microiology Review, v. 7, p. 328-345, 1994.

52



COLLINS, M.T. Bacterial Diseases (Paratuberculosis — Doenca de Johne’s). In: Howard,
J.L., Smith, R.A. Current Veterinary 4 therapy - Food Animal Pratice. W.B. Saunders
Company, p.344-346. 1999

CORREA, W. M., & CORREA, C. N. M. Enfermidades Infecciosas dos Mamiferos
Domésticos. MEDSI, Rio de Janeiro, p. 202, 1992.

COUSINS, D.V., DASON, D.J. Tuberculosis due to Mycobacterium bovis in the
Australian population: cases recorded during 1970-1994. Int. J Tuberc. Lung Dis.,v. 3,p.
715-721, 1999.

CUNHA P.H.J., MARTINS A.F., FIORAVANTI M.C.S., BRITO L.A.B., ARAUJO EG.,
Silva L.A.F., RABELO R.E. & JARDIM E.A.G.V. Avaliacio microbioldgica e
anatomopatologica da paratuberculose bovina: relato de caso. Encontro Nacional de
Patologia Veterinaria, Botucatu, p.118, 2003.

DACORSO-FILHO, P. et al . Doenc¢a de Johne (paratuberculose) em bovinos nacionais.
Arquivos do Instituto Biologico Animal, v. 3, p. 129-139, 1960.

DALTO, A. C., BANDARRA, P.M., PAVARINI S. P., BOABAID, F, M., BITENCOURT,
A. P. G., GOMES, M. P., CHIES, J., DRIEMEIER, D. & CRUZ, C. E. F. Clinical and
pathological insights into Johne’s disease in buffaloes. Trop. Anim. Health Prod. v. 44, p.
1-5,2012.

DAME, M.C.F. Bifalo: animal de tracdo. Peclotas: Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria, p. 24, 2006.

DIAS, L. D. et al. Isolamento do Mycobacterium paratuberculosis a partir de fezes de
bovinos suspeitos de paratuberculose. In: Anais 29° Congresso Brasileiro de Medicina
Veterinaria, Gramado, RS, 2002.

DRIEMEIER D., CRUZ C.E.F., GOMES M.J.P., CORBELLINI L.G., LORETTI A.P. &
COLODEL E.M. Aspectos clinicos e patologicos da paratuberculose em bovinos no Rio
Grande do Sul. Pesq. Vet. Bras. v. 19, n. 3/4 (jul./dez. 1999), p. 109-115, 1999.

DUPONT, O. Jornal do Comércio do Rio de Janeiro de 05/11/1915, 1915.

EELES, R. A.; WARREN, W.; STAMPS, A. The PCR revolution. European Journal of
Cancer, v. 28, n. 1, p. 289-293, 1992.

ENGLUND, S., BOLSKE, G., JOHANSSON, K. An IS900-like sequence found in a
Mycobacterium sp. other than Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. FEMS
Microbiology, v. 209, n. 2, p. 267-271, 2002.

FERREIRA, R., FONSECA, L. S., LILENBAUM, W. Deteccao de anticorpos contra
Mpycobacterium paratuberculosis em rebanhos bovinos do Estado do Rio de Janeiro,
Brasil. Revista Brasileira de Medicina Veterindria, v. 23, n. 4, p. 19-24, 2001.

53



FISS, E. H.; YU, S.; JACOBS, W. R. Identification of genes invoved in the sequetration of
iron in mycobacteria: the ferric exochelin biosynthetic and uptake pathways. Molecular
Microbiology, v. 14, p. 557-569, 1994.

FONSECA, L. F. L. et al. Identificacio de anticorpos anti- Mycobacterium
paratuberculosis em rebanhos bovinos leiteiros do Estado de Sao Paulo. Arquivos da
Faculdade Veterinaria UFRGS, v. 28, p. 51-56, 2000.

GARCIA, S.K., AMARAL, A., SALVADOR, D.F. Situacao da bubalinocultura mineira.
Revista Brasileirade Reprodugdo Animal, v.29, n.1, p.18-27, 2005.

GOMES, M. J. P, et al. Doenc¢a de Johne: Isolamento do Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) em um rebanho leiteiro infectado na regido sul do Brasil. Acta
Scientiae Veterinariae, v. 30, n. 2, p. 113-118, 2002.

GRANZIERA, M. L. M. Direito Ambiental. Sao Paulo: Atlas, 2009.

GWOZDZ, J. M. et al. Detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in ovine
tissues and blood by the polymerase chain reaction. Veterinary Microbiology, v. 51, p.
233-244, 1997.

HERTHNEK, D. et al. Sensitive detection of Mycobacterium avium subsp.
Paratuberculosis in bovine semen by real-time PCR. Journal of Applied Microbiology, v.
100, n. 1095-1102, 2006.

HUTCHINSON, L. J. Economic impact of paratuberculosis.Veterinary Clinics of North
America: Food Animal Practice, v. 12, n. 2, p. 373-381, 1996.

HUYGEN K., BULL T., COLLINS D. M. Development of new paratuberculosis vaccines,
in Paratuberculosis: Organism, Disease, Control, eds Behr M. A., Collins D. M., editors.
(Oxfordshire: CAB International; ),p. 353-368, 2010.

IBAMA - Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
Diagnostico da Bubalinocultura na Baixada Ocidental Maranhense, Especialmente no
Municipio de Sao Joao Batista e Seus Impactos Ambientais. Sao Luis: 1989.

IBGE. Diretoria de Pesquisas, Coordenagao e Agropecuaria, Pesquisa da Pecuaria Municipal
2015. Disponivel em www.ibge.gov.br. Acesso em 05 Fev. 2016.

JOHNE, H. A. & FROTHINGHAM, L. Ein eigenthuemlicher fall von tuberculose beim
rind. Dtsch. Z. Tiermed. Pathol, v. 21, p. 438-454, 1895.

JOHNSON-IFEARULUNDU, Y. J., KANEENE, J. B. Epidemiology and economic impact
of subclinical Johne’s disease: review. Veterinary Bulletin, v. 67, n. 6, 1997.

JONES, T.C.; HUNT, R.D.; KING, N.W. Moléstias causadas por bactérias. In: Patologia
Veterinaria. 6 ed. Manole. Sdo Paulo: cap. 10, p. 509-513, 2000.

54



KAUR, P., FILIA, G., SINGH, S.V., PATIL, P.K., RAVI-KUMAR, G.V. & SANDHU, K.S.
Molecular epidemiology of Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis: 1S900
PCR identificationand IS1311 polymorphismanalysisfromruminants in the Punjab
region of India. Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis. 34(2):163-169, 2011.

KHAN, F. A. et al. Detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in tissues
amples of cattle and buffaloes. Tropical Animal Health and Production, v. 42, p. 633-638,
2010.

KHOL, J. L. et al. Consecutive excretion of Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis in semen of a breeding bull compared to the distribuition in feces,
tissues and blood by IS900 and F57 quantitative real-time PCR and culture
examinations. Journal of Veterinary Medicine Science, v. 72, n. 10, p. 1283-1288, 2010.

KREEGER, J. M. Ruminant paratuberculosis - a century of progress and
frustration. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, v. 3, n. 4, p. 373-383, 1991.

LAMBRECHT, R. S.,& COLLINS, M. T. Mycobacterium paratuberculosis factors that
influence mycobactin dependence. Diagnostic microbiology and infectious disease, v. 15, n.
3, p- 239-246, 1992.

LARSEN, A. B.; MERKAL, R. S.; CUTLIP, R. C. Age of cattle as related to resistence to
infection with Mycobacterium paratuberculosis. American Journal of Veterinary Research,
v. 35, p. 255-257, 1975

LOGAR, K., BANDELJ, P., STARIC, J., LAPANIJE, A., & OCEPEK, M. Evaluation of
combined high-efficiency DNA extraction and real-time PCR for detection of
Mpycobacterium avium subsp. paratuberculosis in subclinically infected dairy cattle:
comparison with faecal culture, milk real-time PCR and milk ELISA. BMC veterinary
research, v. 8, n. 1, p. 1, 2012.

MANNING, E. J., & COLLINS, M. T. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis:
pathogen, pathogenesis and diagnosis. Revue scientifique et technique (International Office
of Epizootics), v. 20, n. 1, p. 133-150, 2001.

MANUAL of standards for diagnostic tests and vaccines: lists A and B diseases of
mammals, birds and bees. 3 th ed. Paris: Office International des Epizooties, p. 218-228,
1996.

MANUAL MERCK DE VETERINARIA: Manual de diagnostico, tratamento, prevenciao
e controle de doencas para o veterinario. 7. Ed. Sdo Paulo: Roca, p. 483-485, 1997.

MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Programa Nacional de
Controle e Erradicacio da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT) /
organizadores, Vera Cecilia Ferreira de Figueiredo, José Ricardo Lobo, Vitor Salvador Picdo
Gongalves. - Brasilia, 2006.

55



MEDEIROS J.M.A., GARINO JUNIOR F., MATOS R.A.T., COSTA V.M.M. &RIET-
CORREA F. Frequéncia de anticorpos para paratuberculose em bovinos no semiarido
paraibano. Pesq. Vet. Bras. v. 32, n. 8, p. 697-700, 2012.

MERKAL, R. S., LARSEN, A. B., & BOOTH, G. D. Analysis of the effects of inapparent
bovine paratuberculosis. American Journal of Veterinary Research, v. 36, p. 837-838, 1975.

MERKAL, R. S. Paratuberculosis: advances in cultural, serologic, and vaccination
methods. Journal of American Veterinary Medical Association, v. 182, p. 939-943, 1984.

MCFADDEN, J. J. et al. Crohn’s disease — isolated mycobacteria are identical to
Mpycobacterium paratuberculosis, as determined by DNA probes that distinguish between
mycobacterial species. Journal of Clinical Microbiology, v. 25, p. 79680, 1987.

MOTIWALA, A.S., Li L., KAPUR V. & SREEVATSAN S. Current understand of genetic
diversity of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.Microb. Infect.8:1406-1418,
2006.

MOMOTANI, E. et al. Role of M cells and macrophages in the entrance of
Mpycobacterium paratuberculosis into domes of ileal Peyer's patches in calves. Veterinary
Pathology Online, v. 25, n. 2, p. 131-137, 1988.

MOTA, R.A., PINHEIRO JUNIOR, J.W., GOMES, M.J.P., PEIXOTO, R.M., MAIA, C.L.,
BRITO, M.F., CHIES, J.A.B., SNEL, G.G.M., BERCHT, S. & JUFFO, G.D.
Paratuberculose em um rebanho leiteiro no Estado de Pernambuco, PE. Arqgs Inst.
Bioldgico, Sao Paulo, v. 74, n. 2, p. 73-79, 2007.

MOTA, P. M. P. C. et al. Paratuberculosis in a dairy Gyr herd in a State of Paraiba,
Brazil. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 29, n. 9, p. 703-706, 2009.

MOTA, R. A. et al. Ocorréncia de paratuberculose em bufalos (Bubalus bubalis) em
Pernambuco. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 30, n. 3, p. 237-242, 2010.

MUSKENS, J. et al. Evalution of the long term immune response in cattle after
vaccination against paratuberculosis in two Dutch dairy herds.Veterinary Microbiology,
v. 86, n. 3, p. 269-278, 2002.

MUNIZ, L. M. A criacio de Bufalos na Baixada Maranhense: uma analise do
desenvolvimentismo e suas implicagcdes socio-ambientais. III Jornada Internacional De
Politicas Publicas, 2007.

MURPHY, P., HILL, C., AUTY, M., ROSS, P. Effect of Lacticin on the gowth of
Mpycobacterium avium paratuberculosis (MAP). In: International Colloquium on
Paratuberculosis. Section 1. p.18, 2002.

NAKAJIMA, M., MAIA, F. C. L., MOTA, P. M. P. C. Diagnostico da paratuberculose em

Minas Gerais. In: IV Simpdsio Brasileiro em Micobactérias, Bauru, Sao Paulo, Trabalho 67,
1991.

56



NRCNA. NATIONAL RESEARCH COUNCIL OF THE NATIONAL ACADEMIES.
Diagnosis and control of the Johne’s Disease. Washington, DC: The National Academies
Press, 2003.

OIE. Paratuberculosis (Johne’s disease), 2012. Disponivel em
http://www.oie.int/fileadmin/Home/eng/Health _standards/tahm/2.01.11 PARATB.pdf
Acesso em: 01 Maio 2016.

OLIVEIRA, D. M. et al. Paratuberculose em bovinos no Estado da Paraiba. In: Encontro
Nacional do Diagnostico Veterinario (Endivet), Campo Grande, MS, p. 203-204, 2008.

OLSEN, I., SIGURDARDOTTIR, O.G., DJONNE, B. Paratuberculosis with especial
reference to cattle. A review. Veterinary Quarterly, v. 24, p. 12-28, 2002.

POESTER, F. P.,, & RAMOS, E. T. Infec¢cdo experimental em caprinos com
Mpycobacterium paratuberculosis de origem bovina. Ciéncia Rural, v. 24, n. 2, p. 333- 337,
1994.

POLJAK, M., SEME, K., KOREN, S. The polymerase chain reaction: A critical review of
its uses and limitations in diagnostic microbiology. Period Biol, v. 98, p. 183-90,1996.

PORTUGAL, M. A. S. C. et al. Ocorréncia de paratuberculose no Estado de Santa
Catarina. O Bioldgico, v. 4, p. 19-24, 1979.

RADOSTITS, O. M., GAY, C. C., HINCHCLIFF, K. W., & CONSTABLE, P. D.
(Ed.). Veterinary Medicine: A textbook of the diseases of cattle, horses, sheep, pigs and
goats. Elsevier Health Sciences, 2006.

RAMOS, E. T. et al. Paratuberculose em bovinos no estado do Rio Grande do Sul. A hora
Veterinaria, v. 6, n. 34, p. 28-32, 1986.

REIS, A. S. B, BRITO, M. F.,, JUNIOR, P. S. B., FONSECA, A. A., JUNIOR, D. G.,
MOTA, R. A, ... & BARBOSA, J. D. Diagnéstico de paratuberculose por biopsia retal em
bufalos. Pesq. Vet. Bras, v. 35, n. 10, p. 823-828, 2015.

RIVEIRA F.E.B. Levantamento soroldgico utilizando-se a técnica ELISA em rebanhos
apresentando problemas reprodutives. I. Enterite paratuberculose. Anais Encontro de
Laboratdrios de Diagnostico Veterinario do Cone Sul. Campo Grande, MS, p. 20-22, 1996.

RICHARDS, W. D. Effects of physical and chemical factors on the viability of
Mpycobacterium paratuberculosis. Journal of Clinical Microbiology, v.14, p. 587-588, 1981.

RODRIGUES, C.F.C.; IAPICHINI, J.E.C.B.; LISERRE, A.M.; SOUZA, K.B. DE;
FACHINI, C.; REICHERT, R.H. Oportunidades e desafios da bubalinocultura familiar da
regio sudoeste paulista. Revista Tecnologia e Inovacao Agropecuaria. p.100-109, 2008.

SANDERSON, J. D. et al. Mycobacterium paratuberculosis DNA in Crohn’s disease
tissue.Gut, v. 33, p. 890-896, 1992.

57



SANTOS, J. A. & SILVA, N. L. Sobre a 1* Observacao da paratuberculose no Brasil.
Boletim da Sociedade Brasileira de Medicina Veterinaria, v. 24, p. 5-14, 1956.

SEFFNER, W. Paratuberculose. In: Doencas infecciosas em animais domésticos. Sao Paulo:
Roca, p. 286-289, 1988.

STEHMAN, S. M. Moléstia de Johne (Paratuberculose). Tratado de Medicina Interna de
Grandes Animais, v. 1, p. 823-829, 1990.

STEHMAN, S.M. Moléstia de Johne (paratuberculose). In: SMITH, B.P.(Ed). Tratado de
Medicina Veterinaria Interna de Grandes Animais: moléstias de eqiiinos, bovinos,
ovinos e caprinos. S3o Paulo: Manole, p. 823-830, 1993.

STERNBERG, S., BOLSKE, G., ROBERTSSON, J. A., OLSSON, S. O., VISKE, D.
Screening of Swedish dairy farms for paratuberculosis. In: International Colloquium on
Paratuberculosis. Section 7. p.105-106, 2002.

SCHROEN, C. J.; KLUVER, P. F. ; BUTLER, K.; McDONALD, W. L.; HOPE, A. F;
CONDRON, R. J. Factors affecting the survival of Mycobacterium paratuberculosis in
soil. In: International Colloquium on Paratuberculosis. International Association for
Paratuberculosis. Section 1, p.16-17, 2002.

SHERMAN, D. M. What you need to know about controlling Johne’s. Hoard’s Dairy man,
v. 132, p. 816-817, 1987.

SIGURDARDOTTIR, O. G. et al. Bacterial isolation immunologic response and
histopathological lesions during the early subclinical phase of experimental infection of
goat kids with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Veterinary Pathology, v. 36,
p. 542-550, 1999.

SILVA, N. M. Estudos sobre a paratuberculose. II. Isolamento da amostra de
Mpycobacterium paratubeculosis em meio de Hohn. Arquivos do Instituto Bioldégico Animal,
v.4,p. 175-178, 1961.

SILVA, N. M. Estudos sobre a paratuberculose. IV. Infeccio experimental de ovinos
com Mycobacterium paratubeculosis de origem bovina. Pesquisa Agropecudria Brasileira,
v. 3, p. 285-289, 1968.

SILVA, N. M., PIZELLI, G. N. Estudos sobre a paratuberculose I. Diagnéstico de um
caso de da doenca. Arquivos do Instituto de Biologia Animal, v. 4, p. 169-173, 1961.

SILVA, E. B. Diagnéstico de paratuberculose em bovinos de corte do estado do Para-
Brasil. 2005. Para. 60p. Dissertacdo. (Mestrado em Ciéncia Animal), Universidade Federal do
Para, Castanhal, 2005.

SIVAKUMAR, P., TRIPATHI, B.N., SINGH, N. & SHARMA, A .K. Pathology of naturally

occurring paratuberculosis in water buffaloes (Bubalus bubalis). Veterinary Pathology
Online, v. 43, n. 4, p. 455-462, 2006.

58



SNOW, G. A. Mycobactins: iron chelating growth factors from micobacteria.
Bacteriology Review, v.81, p. 99 — 125, 1970.

STABEL, J. R. Johne’s: a hidden threat.Journal of Dairy Science, v. 81, p. 283-288, 1998.

SWEENEY, R. W. Transmission of paratuberculosis. Veterinary Clinics of North America
Food Animal Practice, v. 12, n. 12, p. 305-312, 1996.

TAYLOR, A. W. The experimental infection of cattle with varieties of Mycobacterium
johnei isolated from sheep. Journal of Comparative Pathology and Therapeutics, v. 63, p.
368-373, 1953.

TIMMS, V. J., GEHRINGER, M. M., MITCHELL, H. M., DASKALOPOULOS, G., &
NEILAN, B. A. How accurately can we detect Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis infection?. Journal of Microbiological Methods, v. 85, n. 1, p. 1-8, 2011.

TWORT, F. W. A method for isolating and growing the lepra bacillus of man
(preliminary note). Proceedings of the Royal Society of London. Series B, Containing
Papers of a Biological Character, v. 83, n. 562, p. 156-158, 1910.

TWORT, F. W. & INGRAM, G. L. Y. A method for isolating and cultivating
Mycobacterium enteridis chronicae pseudotuberculosis bovis, Johne, and some
experiments on the preparation of a diagnostic vaccine for pseudotuberculosis
enteritidis of bovines. Proceedings of the Royal Society of Londos, v. 84, p. 517-543, 1912.

VASCONCELOS, A. T. C. Bufalos no Maranhio — O bufalo do Maranhao:
Interpretacao Historica. 1* edi¢dao. Sao Luis, p. 41-78, 2012.

VALLEE, H. & RINGJARD, P. Etudes sur DI’enterite paratuberculeuse des bovides.
Revue Générale de Médicine Vetérinaire, v. 43, p. 777-779, 1926.

YAMASAKI, E.M., BRITO, M.F., MOTA, R.A., MCINTOSH, D. & TOKARNIA, C.H.
Paratuberculose em ruminantes no Brasil. Pesq. Vet. Bras. v. 33, n. 12, p. 1427-1432,
2013.

YAMASAKI, E.M., TOKARNIA, C.H.,, GALVAO, A., GOMES, M.J.P., CHIES, J.A.B.,
VEIT, T.D., ARAGAO, A.P. & BRITO, M.F. Aspectos clinicos patolégicos e controle da
paratuberculose em rebanho bovino leiteiro. Pesq. Vet. Bras. v. 30, n. 11, p. 921-932,
2010.

WHITLOCK, R. H., & BUERGELT, C. Preclinical and clinical manifestations of
paratuberculosis (including pathology). Veterinary Clinics of North America: Food Animal
Practice, v. 12, n. 2, p. 345-356, 1996.

WHITTINGTON, R., MARSH, I., CHOY, E., COUSINS, D. Polymorphisms in IS1311, an
insertion sequence common to Mycobacterium avium and Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, can be used to distinguish between and within these species. Mol Cell

Probes, 12: 349-358, 1998.

59



WINDSOR, P.A.; EPPLESTON, J. Lesions in sheep following administration of a vaccine
of a Freund’s complete adjuvant nature used in the control of ovine paratuberculosis.
New Zealand Veterinary Journal, v. 54, p. 237-241, 2006.

ZIMMER, K., DRAGER, K.G., KLAWONN, W., HESS, R.G. Contribution to the diagnosis
of Johne’s disease in cattle. Comparative studies on the validity of Ziehl- -Neelsen
staining, faecal culture and a commercially avaible DNA-Probe“ test in detecting
Mycobacterium paratuberculosis in faeces from cattle. J Vet Med B, 46: 137-140, 1999.

60



	TCC Carol FORMATADA definitiva 2
	Ficha Catalográfica (COSTA - Carolina)
	TCC Carol FORMATADA definitiva 2

