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RESUMO

Este trabalho objetivou estudar a paratuberculose (PTB) em bubalinos no estado do Maranhéo
(MA). Para isso foram realizadas a utilizagdo da bidpsia retal como ferramenta auxiliar na
coleta de amostras para o diagndstico ante mortem da PTB; dosagens dos teores de cobre
(Cu), zinco (Zn) e ferro (Fe) em animais positivos para PTB, assim como, o relato da detecgéo
de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis (Map) em Utero e feto bubalino. No
primeiro estudo foram realizadas 140 bidpsias retais em bubalinos das racas Murrah,
Mediterraneo e seus mesticos, com idade acima de trés anos, no municipio de Sdo Mateus,
MA. Essas biopsias foram processadas por meio das técnicas de Ziehl-Neelsen (ZN) e reacdo
em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). Adicionalmente foi realizada necropsia de 11
bafalos com sinais clinicos sugestivos de PTB, coletadas amostras de ileo e linfonodo
mesenterico (LM) para a realizacdo de ZN e gPCR. Pela coloracdo de ZN das biopsias retais,
4,3% (6/140) apresentaram bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e na gPCR, 5% (7/140)
tiveram amplificacdo do material genético. As lesdes anatomopatoldgicas de quatro animais
foram compativeis com lesdes sugestivas de PTB, apresentaram BAAR e amplificacdo de
material genético. A concordancia entre a biopsia retal e a analise dos tecidos de ileo e LM,
segundo o teste Kappa foi alta (K=0,792). No segundo estudo, foram realizadas 13 necropsias
em bufalos das racas Murrah, Mediterraneo e seus mesticos, com idade acima de trés anos,
nos municipios de S&o Mateus e Sdo Luis, MA. Foram coletadas amostras de ileo e LM para
pesquisa de Map e de figado para dosagem de minerais (Cu, Zn e Fe). Sete bufalos foram
positivos para PTB e alocados no Grupo 1; seis bufalos foram negativos e alocados no Grupo
2. Na dosagem dos microminerais, os bufalos do Grupo 1 apresentaram niveis abaixo dos
valores de referéncia para Cu e Zn. Observou-se que a média dos teores de Cu foi 18,0ppm e
de Zn 68,6ppm. No Grupo 2 a média dos teores de Cu foi 113,7ppm e de Zn 110,0ppm. Os
teores de Fe em ambos os grupos foram elevados (>669ppm). O terceiro estudo foi conduzido
em uma propriedade em S&o Luis, MA. Uma bufala prenha, com acentuada debilidade fisica e
com suspeita clinica de PTB foi eutanasiada e necropsiada. Foram coletados fragmentos de
ileo, LM, atero e placenta da fémea; fragmentos de rim, figado, vaso umbilical e sistema
digestivo (SD) do feto e analisadas através de ZN e qPCR. A fémea foi positiva em amostras
de ileo, LM e Utero na gPCR e o feto foi positivo no SD. No ileo, LM e nas fezes foram
observados BAAR. Conclui-se que a analise de bidpsia retal pode ser empregada para auxiliar
no diagndstico ante mortem. A PTB pode induzir quadros de deficiéncia mineral com

consequente piora do quadro clinico da doenca. E a presenca de Map em bufalos pode ocorrer



em varios 6rgdos, inclusive no sistema reprodutivo e a transmissdo intrauterina pode ocorrer

nesta especie.

Palavras-chave: Doenca de John. Bidpsia retal. Infec¢do intrauterina. Minerais. Bubalinos.



ABSTRACT

This study investigated paratuberculosis (PTB) in water buffaloes in the state of Maranhao
(MA). For that were performed using the rectal biopsy as an auxiliary tool in the collection of
samples for ante mortem diagnosis of PTB; dosages of copper (Cu), zinc (Zn) and iron (Fe) in
PTB positive animals was performed, as well as the report of the detection of Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (Map) in the utero and fetus of a buffalo. In the first study
were conducted 140 rectal biopsies in buffaloes of Murrah, Mediterranean and their
crossbreeds, over the age of three years in Sdo Mateus, MA. These biopsies were processed
by Ziehl-Neelsen (ZN) staining and quantitative PCR (gPCR). Postmortem examination of 11
buffaloes with clinical signs suggestive of PTB was performed and samples of ileum and
mesenteric lymph nodes (MLN) were collected for performing qPCR and ZN. By ZN staining
of rectal biopsies, 4.3% (6/140) acid-fast bacilli and qPCR, 5% (7/140) had amplification of
genetic material. The pathological lesions of four animals were consistent with lesions
suggestive of PTB showed acid-fast bacilli and amplification of genetic material. The
correlation between rectal biopsy and analysis of ileal tissue and LM, according to the Kappa
test was high (K=0.792). In the second study, 13 postmortem examination were carried in
buffaloes of Murrah, Mediterranean and their crossbreeds, over the age of three years in the
cities of Sdo Mateus and Sdo Luis, MA. lleum and mesenteric lymph nodes samples were
collected for Map search and liver to dosage minerals (Cu, Zn and Fe). Seven buffaloes were
positive for PTB and allocated in Group 1; six buffaloes were negative and allocated in Group
2. In the dosing of trace minerals in Group 1 showed levels below the reference values for Cu
and Zn. It was observed that the average Cu concentration was 18.0ppm and Zn 68.6ppm. In
Group 2 the average Cu concentration was 113.7ppm and Zn 110.0ppm. The iron
concentrations in both groups were high (>669ppm). The third study was conducted on a
property in Sdo Luis, MA. A buffalo cow pregnant with marked physical debility and clinical
signs suggestive of PTB was eutanasiada and necropsiada. Fragments ileum, MLN, uterus,
and placenta of buffalo cow were collected; fragments of kidney, liver, umbilical vessel and
digestive system (DS) of the fetus were collected and were analyzed by Zn and qPCR. The
buffalo cow was positive in ileum samples, mesenteric lymph nodes and uterus in gPCR and
the fetus was positive in DS. In the ileum, MLN and feces were observed acid-fast bacilli. It is
concluded that rectal biopsy analysis can be used to help diagnose ante mortem. The PTB

could lead to mineral deficiency and worsen the clinical condition of the buffaloes. The



presence of Map in buffalo can occur in various organs, including the reproductive system

and intrauterine transmission can occur in this species.

Key-words: John's disease. Rectal biopsy. Intrauterine infection. Minerals. Buffaloes.



LISTA DE ABREVIACOES

AGID - Imunodifusdo em Gel de Agarose

BAAR — Bacilos Alcool Acido Resistentes

Cu - Cobre

DNA — Acido Desoxirribonucléico

DP — Desvio Padréo

ELISA — Enzyme-linked Immunosorbant Assay
Fe — Ferro

HE — Hematoxilia-eosina

IHQ — Imunohistoquimica

LANAGRO - Laboratdrio Nacional Agropecuario
LM — Linfonodo Mesentérico

Map — Mycobacterium avium subesp. Paratuberculosis
mg/kg — miligrama por kilo

NNP — Nitrogénio ndo protéico

pH — Potencial hidrogenidnico

pmol — picomol

ppm — partes por milhdo

PTB — Paratuberculose

gPCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa
Ul — Unidade Internacional

ZN — Ziehl-Neelsen

Zn — Zinco
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1. INTRODUCAO

A bubalinocultura é um setor do agronegdcio brasileiro que esta em desenvolvimento
no Brasil como uma alternativa rentavel, principalmente por conta da rusticidade da espécie.
A producdo e o consumo de leite e carne de bufalas crescem em funcdo da demanda por
alimentos. A carne desses animais também é apreciada por conter menores indices de gordura,
colesterol, calorias e mais proteina e minerais que a dos bovinos (MAPA, 2011). O Brasil
possui um rebanho bubalino de aproximadamente 1.470 milhGes de cabecas. A regido
Nordeste, conta com um itinerario de 120.458 cabecas, sendo o estado do Maranhdo com
maior efetivo bubalino, aproximadamente 77.800 animais que representam 6,5% do rebanho
nacional (MAPA, 2014).

A paratuberculose (PTB) ou doenca de Johne é uma enterite granulomatosa, cronica,
infecciosa, sem cura ou tratamento, causada por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map), bacilo alcool-acido resistente (BAAR). Pode acometer mamiferos,
principalmente ruminantes domesticos e selvagens, sendo que a infeccdo se da pela ingestdo
de colostro, leite ou agua contaminados com fezes de animais doentes (RIET-CORREA &
DRIEMEIER, 2007; MOTA et al., 2010). As perdas econbmicas verificadas em funcdo da
infeccdo subclinica se devem principalmente a reducdo da conversao alimentar, diminuicdo da
produtividade, reducdo dos niveis de proteina e gordura no leite e perda de peso ao abate
(CLARKE, 1997). A doenca caracteriza-se clinicamente por diarreia, sindrome de ma
absorcdo e consequente perda de peso dos animais acometidos (CHIODINI et al., 1984).

A enfermidade apresenta distribuicdo mundial, e foi descrita pela primeira vez em
1895 por Johne e Frothingham na Alemanha (MANNING & COLLINS, 2010). No Brasil, a
PTB ja foi diagnosticada em bufalos por Mota et al. (2010) em Pernambuco, Barbosa et al.
(2010) no Maranhdo, Dalto et al. (2012) no Rio Grande do Sul e Brito et al. (2015) em
Alagoas e Maranhdo. Para a confirmacdo do diagndstico deve ser realizada necropsia,
baseando-se o diagnostico nos achados macro e microscépicos (DACORSO FILHO et al.,
1960), ainda podem ser realizadas coloracdo de Ziehl-Neelsen (ZN), provas de
imunohistoquimica (COELHO et al., 2008), cultivo bacteriolégico (GOMES et al., 2002) e
reacdo em cadeia de Polimerase (PCR) (WHITTINGTON et al., 1998; SHIN et al., 2004).

Esse trabalho teve como objetivo realizar estudo da paratuberculose em bubalinos no
estado do Maranhdo. Para isso foram realizadas a utilizacdo da bidpsia retal como ferramenta
auxiliar na coleta de amostras para o diagndstico ante mortem da PTB; dosagens dos teores de
cobre (Cu), zinco (Zn) e ferro (Fe) em animais positivos para PTB, assim como, o relato da

deteccdo de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis (Map) em Utero e feto bubalino.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. HISTORICO

Johne e Frothingham em 1895 relataram pela primeira vez na Alemanha um caso de
paratuberculose. A principio acreditava-se tratar de um caso de tuberculose atipica, no qual
uma vaca de seis anos apresentava perda de peso progressiva e diarreia cronica. Durante a
necropsia foi detectado espessamento do intestino delgado com mucosa enrrugada. O material
foi encaminhado ao Instituto de Patologia de Dresden, onde os patologistas H. A. Johne e L.
Frothingham observaram na parede intestinal a infiltracdo por leucécitos, além de células
epitelioides e células gigantes. Através da coloracdo especial para bacilos alcool-acido
resistentes (BAAR), verificou-se grande quantidade de bactérias agrupadas, compativeis com
Map (KREEGER, 1991; GOMES, 2002; LILENBAUM et al., 2007).

A doenca ja estava distribuida por rebanhos do mundo todo; por volta de 1900, Bang
propds que o seu nome fosse Paratuberculose (PTB), pois apesar de ser semelhante a
tuberculose possuia entidade diferente. Bang reconheceu que a tuberculina aviaria poderia ser
utilizada como reagente no diagndstico da enfermidade e estabeleceu associacdo do agente da
PTB com Mycobacterium avium (GOMES, 2002).

No ano de 1910, F.W. Trowt cumpriu os postulados de Koch e isolou o agente da
PTB e, mais tarde, reproduziu a doencga experimentalmente. Em 1916, McFadyean propds que
a enfermidade se chamasse Doenca de Johne, e entdo denominou de jonina o produto
equivalente a tuberculina usada para o diagnostico da PTB. Em 1923, o agente foi chamado
oficialmente de Mycobacterium paratuberculosis no Manual de Bergey (MANNING;
COLLINS, 2010).

Nas décadas seguintes, os estudos sobre a doenca foram intensificados e evidenciou-
se sua distribuicdo mundial, com acometimento inclusive de animais silvestres (GOMES,
2002; MANNING; COLLINS, 2010). Na decada de 80 e inicio da década de 90, muitos
pesquisadores sugeriram que Map fosse o agente etiologico da Doenca de Crohn (CHIODINI,
1989; McFADDEN et al., 1987; COCITO et al., 1994).

Em bubalinos a doenca foi diagnosticada no Paquistdo (SIVAKUMAR et al., 2006),
india (YADAV et al., 2008), Italia (DESIO et al., 2013) e no Brasil (MOTA et al., 2010;
BARBOSA et al., 2010; DALTO et al.,, 2012; BRITO, 2015).

2.2. HISTORICO NO BRASIL
O professor Otavio Dupont registrou o primeiro relato da enfermidade no Brasil em

animais da ragca Flamenga importados da Bélgica para o Estado do Rio de Janeiro e foi
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divulgado através da publicagdo de uma nota no Jornal do Commércio do Rio de Janeiro em
05/11/1915 (DACORSO FILHO et al., 1960). Em 1956, Santos & Silva relataram a doenca
no municipio de Barra Mansa, Rio de Janeiro, em um touro da raca holandesa de seis anos de
idade, e que havia sido importado da Holanda com um ano e meio de idade.

Em 1960, a enfermidade foi descrita em um touro filho de vaca importada da
Holanda e em dois bovinos nacionais da raga Jersey, no Rio de Janeiro. Esses trés casos foram
confirmados por histopatologia com verificagcdo de BAAR na coloracdo de Ziehl-Neelsen
(ZN) (DACORSO FILHO et al., 1960). Subsequentemente, casos de PTB foram registrados
em um bovino nativo no Rio de Janeiro (SILVA; PIZELI, 1961), em dois bovinos em Santa
Catarina: um nacional e outro importado da Holanda (PORTUGAL et al., 1979), em um touro
Holandés nascido no Rio Grande do Sul e mantido em uma central de insemina¢do (RAMOS
et al., 1986) e em uma vaca nascida nos Estados Unidos, importada para o Parana e
transportada para Minas Gerais (NAKAJIMA et al., 1991).

Em 1994, foi reproduzida a enfermidade experimentalmente em caprinos no Brasil
atraves da inoculacdo de fragmentos de intestino de um bovino afetado com PTB (POESTER;
RAMOS, 1994). Em 1999, Driemeier et al. descreveram oito casos clinicos de
paratuberculose no municipio de Capela de Santana, Estado do Rio Grande do Sul, com
historico de importacéo de vacas da Argentina.

Dias et al. (2002) isolaram Map de amostras de fezes de bovinos com suspeita de
PTB em um rebanho da Paraiba. Cunha et al. (2003) relataram PTB em um bovino no Estado
de Goias. No Rio de Janeiro, Ferreira et al. (2003) descreveram outro caso de PTB em bovino
e Ristow et al. (2006) confirmaram através de cultivo bacteriano PTB em um rebanho bovino.
Relatos adicionais de PTB no Brasil incluiram um rebanho afetado em Pernambuco (MOTA
et al., 2007), trés bovinos na Paraiba (OLIVEIRA et al., 2008), rebanhos bovinos leiteiros em
Minas Gerais (CARVALHO, 2008) em um rebanho bovino leiteiro da raca Gir na Paraiba
(MOTA et al., 2009) e em um caprino em Sao Paulo (JACINTHO et al., 2009).

Oliveira et al. (2010) relataram casos naturais de PTB em caprino e ovino na Paraiba,
confirmado através de exames histopatoldgicos e imunohistoquimicos. Mota et al. (2010)
relataram o primeiro caso de paratuberculose em bufalos em Pernambuco. Dois animais foram
necropsiados e apresentavam lesbes principalmente no intestino delgado com evidente
espessamento da mucosa, aumento de linfonodos mesentéricos, além de vasos linfaticos
proeminentes e dilatados. Os casos foram confirmados pelas les6es histopatoldgicas e PCR.

Barbosa et al. (2010) também descreveram dois casos de paratuberculose em bubalinos no
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Maranhdo, com lesbes semelhantes as encontradas por Mota et al. (2010); o diagndstico foi
confirmado através dos achados microscopicos e coloracéo de ZN.

Carvalho et al. (2012) realizaram PCR 1S900, clonagem e sequenciamento genético
em um rebanho leitero bovino em Minas Gerais.

Dalto et al. (2012) realizaram um estudo de paratuberculose em um rebanho
bubalino no Rio Grande do Sul; seis animais apresentaram diarreia cronica e perda de apetite
e de peso. A necropsia observou-se linfonodos mesentéricos aumentados de volume e a
mucosa do intestino se encontrava espessada e com aspecto cerebroide. No exame histolégico
foi observada inflamacdo granulomatosa difusa do duodeno até o intestino grosso. A
coloracdo de ZN revelou BAAR no interior de macrofagos e a imunohistoquimica foi
positiva.

Yamasaki et al. (2013b) realizaram diagnostico de paratuberculose através de
histopatologia e imunohistoquimica em bovinos leiteiros no Rio de Janeiro. Um caso de
paratuberculose foi diagnosticado em bovino de corte no estado do Pard (BELO-REIS et al.,
2013).

Fiss et al. (2015) diagnosticaram paratuberculose em dois bovinos de corte através
dos achados anatomopatoldgicos e PCR 1S900 no Rio Grande do Sul. Brito et al. (2015)
realizaram um estudo da PTB em rebanhos bubalinos na regido nordeste do Brasil e
diagnosticaram a enfermidade atraves dos achados anatomopatologicos, ZN e PCR, nos
estados do Maranhdo e Alagoas. Belo-Reis et al. (2015) realizaram diagnéstico de
paratuberculose em bufalos através de analise de biopsia retal no Maranhdo.

Levantamentos sorolégicos foram realizados no Mato Grosso do Sul (RIVEIRA,
1996; FERREIRA et al., 2001), Sdo Paulo (RIVEIRA, 1996; FONSECA et al., 2000), Para
(SILVA, 2005) e Goias (ACYPRESTE et al., 2005) em bovinos; e na Paraiba (MEDEIROS et
al., 2012) em caprinos e ovinos. Portanto, atualmente, o Brasil possui 12 estados com relatos

de PTB, como demonstrado na Figura 1.
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Fig. 1. Mapa do Brasil - Estados brasileiros com relatos da
ocorréncia de paratuberculose até 2015.

Adaptado de YAMASAKI (2010).

2.3. ETIOLOGIA

A paratuberculose ou enterite paratuberculosa, ou doenca de Johne como também é
conhecida é causada por Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis (Map) (CHIODINI
et al., 1984; SILVA, 1990), pertencente a Familia Mycobacteriacea (THOREL, 1990).

As micobacteérias sdo bastonetes pequenos (0,5 x 1,5 um), gram-positivos, aerébicos
ndo esporulados e de crescimento lento em meio de cultivo. Muitas das caracteristicas do
agente estdo relacionadas com sua parede celular que possui grande quantidade de material
gorduroso (&cido micélico que forma uma camada cérea). Isso faz com que a bactéria seja
resistente a condicGes adversas, tais como ressecamento e drogas antibacterianas
(cloranfenicol e penicilina), as quais sao adicionadas aos meios de cultura a fim de evitar
crescimento de outros agentes (SILVA, 1990). Alem disso, essa peculiaridade da parede
celular de Map faz com que apds a coloracéo, a bactéria seja resistente ao efeito descorante do
alcool &cido, sendo assim descrita como fortemente &lcool-&cido-resistente, caracteristica
fundamental no reconhecimento dos patdégenos desse grupo pelo método de Ziehl-Neelsen. Os
nutrientes também entram devagar por essa camada e, desta forma, a bactéria apresenta
crescimento lento em meio de cultivo (CHIODINI, 1993; GOMES, 2002; LILENBAUM et
al., 2007).



19

Muitas bactérias, assim como Map, sdo dependentes de ferro para sua sobrevivéncia
e viruléncia. A maioria das micobactérias produz micobactina, que é um complexo solivel de
ferro captado pelos receptores da membrana, porém Map ndo produz micobactina, o que o
torna incapaz de captar ferro fora do hospedeiro (CLARKE, 1997; GOMES, 2002). No
entanto, Lambrecht e Collins (1992) demonstraram que a alteracdo do pH do meio e a
concentragdo de ferro influenciaram o crescimento de Map na auséncia de micobactina, e
relataram crescimento 6timo em pH entre 5,5 e 6,0. A dependéncia a micobatina pode ser
substituida pela acdo de altas concentrac6es de ferro no meio artificial de cultivo (COCITO et
al., 1994).

Quanto a sua sobrevivéncia, estudos demonstraram que o agente sobrevive melhor
em solo Umido ou alagado do que em solo seco e exposto a temperaturas elevadas. Nas fezes
e no solo sobrevive aproximadamente um ano. A sobrevivéncia € inibida pela exposicéo a luz
do sol, urina, e pelo processo de ensilagem (STEHMAN, 1993; RIET-CORREA,;
DRIEMEIER, 2007; JOHNSON-IFEARULUNDU; KANEENE, 1997).

2.4. EPIDEMIOLOGIA

A PTB é de ocorréncia mundial e acomete principalmente ruminantes domésticos e
selvagens. A doenca ja foi diagnosticada em bovinos, ovinos, caprinos, ruminantes silvestres,
equinos, suinos, coelhos e raposas (OIE, 2008). Em bubalinos a doenca foi diagnosticada no
Paquistdo (SIVAKUMAR et al., 2006), india (YADAV et al., 2008), Italia (DESIO et al.,
2013) e no Brasil (MOTA et al., 2010; BARBOSA et al., 2010; DALTO et al., 2012; BELO
REIS et al., 2015; BRITO, 2015).

Tanto bovinos como outras espécies podem ser portadores assintomaticos de Map,
principal forma de introducdo da doenca em rebanhos livres. A infeccdo geralmente ocorre
nos primeiros meses de vida, podendo ocorrer a infec¢do intrauterina; porém a doenca se
manifesta com maior frequéncia entre dois e cinco anos de idade e ocasionalmente, animais
jovens sdo afetados. Os bovinos que adoecem, normalmente sdo aqueles infectados nas
primeiras semanas de vida (HAGAN, 1938; TAYLOR, 1953); dos animais infectados, alguns
desenvolvem a enfermidade e outros, em sua maioria, eliminam o agente sem apresentar
sinais clinicos. A ocorréncia da doenca raramente é maior do que 5% em animais adultos e a
mortalidade ¢ menor que 1% ao ano. Estima-se que num rebanho, para cada caso clinico de
paratuberculose existam entre 15 a 25 animais subclinicos (SWEENEY, 1996).

Animais jovens apresentam maior susceptibilidade a infeccdo por Map, e alguns

fatores podem contribuir, tal como pH do intestino, pois bezerros lactentes possuem maior
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acidez intestinal comparado aos adultos, fato que favorece a sobrevivéncia da micobactéria
(RICHARDS, 1981); o colostro ingerido pelos bezerros contém altos teores de lactoferrina e
transferrina (MOMOTANI et al., 1988). Tais proteinas possuem acdo antimicrobiana
(YAMASAKI, 2010), porém aumentam a sobrevida de Map, pois formam complexos
moleculares com o ferro utilizado pela micobactéria para a produgcdo de micobactina, tanto
por Map (MOMOTANI et al.,, 1988) como por outras bactérias, tais como, coliformes,
salmonelas e pseudomonas; 0s anticorpos maternais presentes no leite podem agir como
opsoninas, e auxiliam na entrada da micobactéria nas células carreadoras de macromoléculas
(células M) e enterdcitos (MOMOTANI et al., 1988); e outras condi¢cbes como carga de
microrganismos, estresse, doengas imunossupressivas e periodo pos parto sdo considerados
fatores desencadeantes do processo e influenciam na susceptibilidade dos animais a infeccéo
(STABEL, 1998).

A principal forma de transmissé@o de Map e orofecal, na qual, animais infectados que
eliminam o agente, contaminam pastagens e agua e disseminam o patdgeno para outros
animais (SWEENEY, 1996). O agente também é excretado no leite e colostro, constituindo
importante via de propagacédo da enfermidade dentro de um rebanho (DALTO, 2011). Alguns
autores afirmam a ocorréncia da transmissao intrauterina e atentam para que essa forma de
transmissdo seja levada em consideracao na implantacdo de medidas de controle em rebanhos
acometidos (WHITTINGTON; WINDSOR, 2007). Map ja foi detectado no utero, aparelho
reprodutivo masculino e no sémen, liquido alantoide e feto de bovinos (SILVA; PIZELLI,
1961; SEITZ et al., 1989; BUERGELT et al., 2006; KHOL et al., 2010); nos cotilédones e
tecidos de fetos de ovelhas (LAMBETH et al., 2008); e utero e feto de bubalino (BELO-REIS
et al., 2016).

O confinamento é um fator de alto risco, pois hd grande contaminacdo do ambiente
com fezes de animais infectados (RIET-CORREA; DRIEMEIER, 2007).

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 &cidos onde ha registros de ocorréncia de sinais clinicos
acentuados. Este fato esta aparentemente relacionado ao efeito do pH na assimilacdo do ferro
por Map; um ambiente &cido aumenta a captacdo do ferro pela micobactéria (JOHNSON-
IFEARULUNDU; KANEENE, 1997).

Atualmente no Brasil, pode-se afirmar que a importacdo de bovinos infectados ndo é
mais considerada um aspecto epidemioldgico importante, devido a variados relatos da PTB

em animais nascidos e criados no pais (YAMASAKI et al., 2013a).



21

2.5. PATOGENIA

Apos a ingestdo de alimento contaminado, Map sofre endocitose pelas células M que
recoborem o tecido linfoide do jejuno e ileo, especialmente as placas de Peyer
(BANNANTINE; BERMUDEZ, 2013). A funcéo das celulas M é transportar macromoléculas
e antigenos da barreira epitelial do lGmen intestinal para o tecido linfoide; no entanto, em
certas ocasifes, tornam-se via de infeccdo para alguns patégenos (WOLF; BYE, 1984). Na
membrana das células M existem estruturas conhecidas como fibronectinas, o agente se adere
a essas estruturas, sdo fagocitados e transferidos para a ldmina propria da mucosa e em
seguida, sdo capturados pelos macrofagos, os quais, quando infectados e durante a migracao
para os linfaticos intestinais, espalnam o agente para os linfonodos mesentéricos
(BANNANTINE; BERMUDEZ, 2013), e formam assim, lesées granulomatosas que podem
causar ma-absorcdo de nutrientes (STABEL, 1998), e consequente fragueza muscular,
hipoproteinemia e edema (CARTER, 1988).

A localizacdo das placas de Peyer, em maior propor¢cdo no ileo, pode explicar o
porqué das lesBes intestinais se iniciarem nessa regido (BANNANTINE; BERMUDEZ,
2013). A membrana mucosa torna-se enrrugada e espessada devido ao acumulo de células
epitelioides e gigantes, contendo varios microrganismos que podem ser eliminados com as
fezes (CARTER, 1988).

Ha excessiva producdo local de 1gG na mucosa intestinal, que forma complexos
imunes, que possuem atividade quimiotaxica direcionada para os macrofagos, que pode
provocar a desgranulacdo dos mastocitos, e liberacdo de histamina, o que resulta na
inflamacdo e vasodilatacdo local, o que implica na patogénese da diarreia na PTB
(STEHMAN, 1993).

Na fase terminal da enfermidade, os macrofagos infectados afetam o0s vasos
sanguineos, penetram na corrente circulatéria e provocam disseminacdo de Map para outros
orgaos como figado, rins, pulmdes, Ubere e trato reprodutor (SWEENEY et al., 1992). Alguns
animais que se contaminam com Map podem desenvolver resisténcia rapidamente, controlam
a infeccdo e ndo se tornam eliminadores do patdgeno. Outros animais controlam a infeccao
parcialmente, se tornam portadores assintomaticos, que liberam o patdgeno e contribuem para
a disseminacdo da enfermidade. H4 também o0s animais em que Map persiste na mucosa
intestinal e nos linfonodos e desenvolvem a doenga (RADOSTITS et al., 2002).

A PTB é uma enfermidade que possui periodos de flutuacdes da imunidade celular e
humoral o que, em associacdo com o longo periodo de incubacdo, dificulta a realizacdo de
métodos diagndsticos (CHIODINI et al., 1984; CARRIGAM; SEAMAN, 1990). O longo
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tempo de incubacdo da enfermidade permite a excre¢do dos microrganismos pelas fezes, por
até 18 meses, antes do inicio dos sinais clinicos. No entanto, a maior quantidade de Map é
eliminada quando o animal ja estd na fase final da infeccdo, ou seja, quando apresenta a
diarreia (CHIODINI et al., 1984).

Na paratuberculose também tem sido descrita mineralizacdo do endocardio e da
parede das artérias, assim como da parede do rumen, no entanto, a patogenia desta alteracdo
nao estd completamente esclarecida (ALIBASOGLU et al., 1962; BUERGELT et al., 1978;
DRIEMEIER et al., 1999). Calcificacdo da intima das artérias tem sido descrita em diversas
doencas caquetizantes em bovinos tais como a paratuberculose e a tuberculose. Também é um
achado de necropsia incidental em animais velhos. Trata-se, portanto, de uma leséo
inespecifica (DRIEMEIER et al., 1999).

2.6. SINAIS CLINICOS

Os primeiros sinais clinicos da paratuberculose sdo perda de peso e queda na
producdo. Em muitos animais a doenca ndo progride, mesmo porque séo eliminados antes de
apresentarem sinais mais caracteristicos. No caso de haver evolugdo da doenca observa-se
perda progressiva de peso, desidratacdo, apetite normal, diarreia intermitente profusa,
homogénea, semifluida ou liquida, esverdeada no inicio que se torna marrom escura, nao
responsiva a tratamentos, que resultam em morte do animal (RIET-CORREA; DRIEMEIER,
2007).

Segundo Radostits et al. (2002) existem quatro estagios da doenca:

1°. Infeccdo silenciosa: na qual ndo existem sinais clinicos nem efeitos de perdas
produtivas, porém o animal pode eliminar o patdgeno, sendo possivel a demonstracdo de Map
em tecidos e na cultura de fezes.

2°. Doenca subclinica: se percebem perdas produtivas, como diminuicdo da producao
de leite, diminuicdo da conversdo alimentar, aparecimento de mastites, infertilidade, e outros
problemas que resultam em perdas econémicas.

Esses animais podem ter seu diagnostico realizado pela cultura de fezes e presenca
de anticorpos no sangue, porém, nesse caso, esses exames sao de baixa sensibilidade, o que
dificulta o controle, pois 0s animais que ndo forem descartados poderdo evoluir para o terceiro
estagio.

3°. Doenca clinica: ocorre geralmente em animais com mais de dois anos. Ha perda
de peso progressiva, porém chama a atengdo que o animal ndo perde o apetite nem a sede. Em

bovinos e bubalinos, concomitante a perda de peso ocorre diarreia que pode ser continua ou



23

intermitente. As perdas produtivas se acentuam com queda acentuada dos indices de
producdo. Temperatura corporal, frequéncias cardiaca e respiratoria se mantém dentro dos
limites normais. Observa-se que o animal ndo responde a tratamentos.

4°, Doenca clinica em estagio avancado: os sinais clinicos se acentuam e levam o
animal a morte. A perda de peso é muito evidente e os animais ficam caquéticos. Edema
submandibular pode estar presente. A medida que a diarreia aumenta, o edema tende a
desaparecer e 0 animal pode apresentar desidratacdo e debilidade.

2.7. PATOLOGIA
2.7.1. Achados Macroscopicos

As lesdes macroscopicas sao 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 alterac6es no restante do intestino delgado e grosso, assim
como, nos linfonodos mesentéricos (JONES et al., 2000; DALTO et al., 2012).

A vélvula ileocecal mostra-se inflamada e aumentada de tamanho em até 15 a 20
vezes (SILVA, 1990). Os linfonodos mesentéricos apresentam-se aumentados de volume,
edematosos e palidos, com fraca distingdo corticomedular. Nos casos avancados ha enterite
granulomatosa difusa ou segmentar que afeta o trato intestinal desde o duodeno até o reto,
porém € bastante comum ser encontrada no ileo distal (STEHMAN, 1993; DALTO et al.,
2012).

Classicamente, a mucosa tem aparéncia enrrugada, apresenta um aumento na
espessura da parede intestinal de trés a quatro vezes a mais que o normal e com aspecto das
circunvolucgdes cerebrais (SILVA, 1990; DRIEMEIER et al., 1999; MOTA et al., 2010). Os
vasos linfaticos ficam nitidamente visiveis e proeminentes devido a inflamacédo, o que confere
aspecto varicoso e pode se estender desde a serosa intestinal até o mesentério. Essa
caracteristica macroscépica é presuntiva do diagnostico da PTB a necropsia (CLARKE, 1997;
DRIEMEIER et al., 1999; YAMASAKI, 2010; DALTO et al., 2012).

Podem ocorrer ainda, mineralizacdo da parede de artérias, com presenca de placas
esbranquicadas, opacas, irregulares que se salientam na superficie interna dos grandes vasos
(DRIEMEIER et al., 1999; YAMASAKI, 2010; DALTO, 2011). Em alguns casos, essa
mineralizacdo ocorre na parede do rumen (DRIEMEIER et al.,, 1999; RIET-CORREA;
DRIEMEIER, 2007; DALTO 2011). Em casos de enfermidade terminal, na qual o animal esta
caquético, pode haver atrofia de musculatura e gordura, além de edema na regido

submandibular e presenca de fluidos nas cavidades toracica e abdominal (DRIEMEIER et al.,
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1999; YAMASAKI, 2010; DALTO, 2011). Em animais que ndo estdo em estadgios muito
avancados da enfermidade ndo se observam muitas alteracdes macroscopicas (CLARKE,
1997).

2.7.2.  Achados Microscopicos

Na microscopia as principais alteracoes observadas estdo no intestino delgado, nos
vasos linfaticos e nos linfonodos mesentéricos, sob forma de enterite, linfangite e linfadenite
granulomatosas. No intestino, a lesdo € principalmente observada na mucosa e submucosa do
jejuno e ileo. Em casos mais avancados, as lesdes se estendem desde o duodeno até o reto. Ha
severa infiltracdo da mucosa e ldmina prépria do intestino por macréfagos, células
epitelioides, células gigantes, linfocitos, plasmécitos e, ocasionalmente, neutrofilos e
eosinodfilos, com grande quantidade de bacilos alcool-acido resistentes, observados atraves da
técnica de Ziehl-Neelsen (DRIEMEIER et al., 1999; YAMASAKI, 2010; DALTO et al.
2012). No figado, pode haver atrofia hepatocelular por caquexia e microgranulomas
multifocais. As lesdes vasculares incluem degeneracdo e calcificagcdo nas tinicas intima e
media das artérias (RIET-CORREA,; DRIEMEIER, 2007; DALTO, 2011).

2.8. DIAGNOSTICO

Existem diversas técnicas diagnosticas para PTB e podem ser divididas em métodos
confirmatorios da enfermidade no animal morto e métodos de deteccdo em animais vivos
infectados (GOMES et al., 2002). As principais técnicas confirmatdrias de PTB no animal
morto incluem os achados macroscopicos de necropsia, a histopatologia, a demonstracdo de
BAAR pela coloracdo de Ziehl-Neelsen, provas de imunohistoquimica (COELHO et al.,
2008; YAMASAKI et al., 2013b), cultivo bacteriolégico (GOMES et al., 2002) e reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) (WHITTINGTON et al., 1998; SHIN et al., 2004).

O diagnostico da doenca subclinica é dificil, devido a baixa sensibilidade dos testes
desenvolvidos até agora. Os exames imunoldgicos podem ndo identificar todos os animais
infectados, gerando falso negativos (COUSSENS, 2004). Isso € especialmente verdade na
fase inicial da doenca, quando imunoglobulinas especificas sdo produzidas em quantidades
indetectaveis (SHIN et al., 2004, LILENBAUM et al., 2007). Dos métodos soroldgicos,
ELISA e Imunodifusdo em Gel de agarose (AGID) sdo considerados os testes para a detec¢ao
de animais infectados (COLLINS, 1996; STABEL, 1998). Atualmente, o ELISA é visto como
teste soroldgico de eleicdo para o diagnostico da paratuberculose, pela conveniéncia da

colecdo de amostras, procedimento laboratorial rapido e baixo custo, principalmente, para
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analisar rebanhos (EUROPEAN COMMISSION, 2000; VAN MAANEN et al., 2002), e por
apresentar sensibilidade e especificidade elevadas para a identificacdo de anticorpos
sanguineos anti- Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis, além de ser capaz de
detectar a doenca subclinica (MICHEL; BASTIANELLO, 2000), o que tem proporcionado o
uso em animais a partir de dois anos de idade com bons resultados (EUROPEAN
COMMISSION, 2000).

O teste de imunoistoquimica (IHQ) tem sido utilizado por diversos pesquisadores no
intuito de confirmar a infeccdo por Map (DALTO et al., 2012; MOMOTANI et al., 2012;
YAMASAKI et al., 2013). Uma das vantagens da IHQ estd relacionada & elevada
sensibilidade em relag@o a técnica de Ziehl Neelsen e “in situ hibridization” (PAOLICCHI et
al., 2001) para deteccdo de Map, o que confere a maior acuracia ao teste, principalmente, em
casos contendo poucas micobactérias. Yamasaki et al. (2013b) realizaram pesquisa de Map
através da imunohistoquimica em amostras de linfonodos mesentéricos e ileo de animais
subclinicos, coletadas em matadouro. A presenca “in situ” do agente infeccioso e ou antigeno
pesquisado, proporciona maior confiabilidade ao teste, minimiza as possibilidades de
diagnostico falso-positivo devido as imunorreacdes inespecificas e pode auxiliar na
compreensdo da patogénese (YAMASAKI et al., 2013Db).

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis € uma micobactéria cultivavel que
apresenta crescimento lento (GOMES et al., 2002). Os meios de cultivo comumente utilizados
para o isolamento de Map sdo Herrold egg yolk medium (HEY M), meio de Dubbos modifica-
do, Middlebrook e Lowenstein-Jensen acrescidos de micobactina (OIE, 2012). Apesar de o
cultivo bacteriano ser considerado pela OIE, o teste gold standard, a sensibilidade varia entre
50% e 70%, quando o isolamento € feito a partir de amostras fecais de bovinos (STABEL,
1997; COLLINS, 1996; TIMMS et al., 2011), desta forma, as taxas de prevaléncia podem
estar subestimadas quando determinadas por esta técnica.

Atualmente, testes baseados na PCR (polymerase chain reaction) e real time PCR
tém sido ferramentas importantes na identificacdo de elementos genéticos, além de aumentar
consideravelmente a sensibilidade dos testes para deteccdo de animais com a infeccdo
subclinica (TIMMS et al., 2011). A realiza¢do do diagnostico de paratuberculose através de
PCR utilizando 1S900 tém demonstrado resultados satisfatorios e rapidos. Além disso, a
regido é recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2012). Ravva e
Stanker (RAVVA; STANKER, 2005) mostraram que esta regido é especifica para Map, sendo

capaz de diferenciar a bactéria das demais do complexo Mycobacterium avium.



26

2.9. TRATAMENTO

N&o existem antimicrobianos que apresentem resultados eficientes para o tratamento
de PTB e, em muitos paises, sua utilizacdo em animais afetados pela doenca é proibida. Os
medicamentos antibacterianos existentes diminuem os sinais clinicos e a excrecao de Map nas
fezes, mas ndo sdo capazes de eliminar completamente a infeccdo (GOMES et al., 2002).
Além disso, o tratamento é considerado antieconémico, pois tem custo elevado devido ao
longo periodo que deve ser empregado, 0 que na maioria dos casos, superaria 0 proprio custo
do animal (LARSEN et al., 1975).

2.10. CONTROLE E PROFILAXIA

Controlar paratuberculose é muito dificil devido ao longo periodo de incubacéo e a
complicada identificacdo dos animais infectados subclinicamente (RIET-CORREA;
DRIEMEIER, 2007).

As medidas de controle mais frequentemente preconizadas se referem a rotina de
higiene das instalagcdes apds cada ordenha, a separacao de bezerros de animais adultos e a ndo
alimentacéo dos bezerros com colostro e leite proveniente de vacas infectadas (CHIODINI et
al., 1984), bem como a realizagdo de testes semestrais para a identificacdo dos animais
reativos e abate dos positivos.

Testar todos 0s animais antes das aquisi¢cdes pode evitar a compra de portadores de
Map (CHIODINI et al.,, 1984; STABEL, 1998). Vacinacdo pode ser realizada em alguns
paises e tem apresentado bons resultados e € amplamente recomendada em propriedades com
prevaléncia elevada de PTB (KORMENDY, 1994; HARRIS; BARLETA, 2001), porém sua
grande desvantagem € a interferéncia nos resultados de testes imunoldgicos, o que inviabiliza
tanto a deteccdo de animais infectados por Map (fontes de infeccdo) quanto por tuberculose
bovina (MUSKENS et al., 2002). A interferéncia na resposta imune gerada pela vacinacao
inviabiliza sua utilizacdo em paises que possuem planos de erradicacdo de tuberculose como o
Brasil (LILENBAUM, 2000). Dessa forma, um programa que inclua testes periddicos dos
animais, que visa identificar os soropositivos para evitar o contato com os bezerros e o0 uso de
colostro contaminado é a forma mais importante de controle da enfermidade (STABEL, 1998;
RADOSTITS et al., 2002).

2.11. POTENCIAL ZOONOTICO (DOENCA DE CROHN)
A doenca de Crohn é uma enterite granulomatosa que acomete o ser humano, muito

semelhante a paratuberculose. Os pacientes infectados apresentam diarreia e perda de peso
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cronicas, com lesdes teciduais graves no epitélio intestinal. Pacientes com idades entre 15 e
30 anos sdo os mais frequentemente reportados (COTTONE et al., 1995).

Similaridades entre a paratuberculose e a doenca de Crohn foram observadas por
Dalziel em 1913 e posteriormente por Crohn et al. em 1932. Vérias teorias sobre a etiologia
da doenca tém sido sugeridas ao longo dos anos, mas o agente etiolégico ainda é
desconhecido, no entanto, evidéncias apontam para uma interacdo entre um estimulo
ambiental persistente, como um antigeno microbiano e fatores genéticos que regulam a
resposta imunoldgica ou a funcdo da mucosa intestinal (SHANAHAN; O'MAHONY, 2005).

As lesdes sdo frequentemente segmentares, com espessamento da parede do intestino
devido ao edema e inflamacdo da submucosa; pacientes com lesdes no ileo apresentam sinais
clinicos de enterite e perda de peso progressiva semelhantes a apendicite aguda, ja pacientes
com lesdes em célon desenvolvem dores abdominais, diarreia e frequentemente hemorragia
(Figura 2). As alteragdes causadas pela inflamagéo geralmente provocam acentuada fibrose
que leva a estenose intestinal e ulceracdo que progride até a formacdo de fistulas
(WAKEFIELD et al., 1991).

Fig. 2. Esquema indicando as porcdes intestinais comumente afetadas em

pacientes com a doenga de Crohn

Ascending

colon Crohn's colitis

ulcers

“{ Descending
Appendix \ ] colon

CROHN'S DISEASE

Fonte: Yamasaki, 2010

A doenca de Crohn possui similaridades patolégicas com a forma tuberculoide
(paucibacillary) da paratuberculose no que diz respeito as alteragdes crénicas granulomatosas

ndo caseosas das lesdes que acometem a parede intestinal e tecidos linfoides adjacentes. No
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entanto, ulceracdo e fistulagdo ndo sdo tipicas da paratuberculose em bovinos; acredita-se que
0 agente pode provocar diferentes graus de reacdo nas diferentes espécies (CLARKE, 1997).
Vale ressaltar ainda, que ha relatos da ocorréncia de ulceras em alguns poucos estudos de
infeccdo experimental em bovinos (TAYLOR, 1953). Histologicamente, as lesGes da doenca
de Crohn sdo caracterizadas por granuloma ndo caseoso, com a presenca de agregados de
células epitelioides, células gigantes de Langhans e linfocitos, que se infiltram da mucosa até
a serosa.

A anélise histopatolégica de material de bidpsia frequentemente mostra granulomas
difusos e alteracdes ganglionares semelhantes aos da PTB bovina (SCHMITZ-MOORMANN
et al., 1984). BAAR sdo encontrados, por vezes, em granulomas de pacientes de Crohn e
métodos imunohistoquimicos apresentaram resultado positivo em algumas amostras
(KOBAYASHI et al., 1989). Em cultivos de bidpsias intestinais, tem sido isoladas colonias de
Map (CHIODINI; ROSSITER, 1996). Estudos com PCR utilizando o 1S900, também
apresentaram amplificacdo da bactéria em amostras intestinais de humanos (CHIBA et al.
1998)

Alguns autores consideram a doenga de Crohn como uma zoonose (CHIODINI et al.,
1984; CHIODINI; ROSSITER, 1996; HERMON-TAYLOR; BULL, 2002); portanto,
alimentos como leite e carne de bovinos podem ser fontes de infeccdo (SWEENEY et al.,
1996; STABEL et al., 1997; COLLINS, 1997). E necessario um estudo epidemiolégico amplo
para desvendar a real causa da doenca de Crohn e determinar se Map tem significado

etiologico primario ou se é apenas um invasor secundario (CLARKE, 1997).
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3. ARTIGO 1 - DIAGNOSTICO DE PARATUBERCULOSE POR BIOPSIA RETAL
EM BUFALOS?

Obs.: o artigo segue as normas da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira e foi publicado neste

periddico.
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ABSTRACT.- Belo Reis A.S., Brito M.F., Bezerra Jr P.S., Fonseca Jr A.A., Ubiali D.G.,
Mota R.A., Leite R.C. & Barbosa J.D. 2015. [Paratuberculosis diagnostic to biopsy rectal
in buffaloes.] Diagndstico de paratuberculose por bidpsia retal em bdfalos. Pesquisa
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Paratuberculosis in a herd of buffaloes was studied in the municipality of Sé&o

Mateus, Maranhdo, Brazil. Rectal biopsies were performed in 140 male and female Murrah,
Mediterranean and crossbreed buffaloes older than 3 years. Postmortem examination of 11
buffaloes was performed to compare the rectal biopsies with possible lesions in mesenteric
nodes and the intestine. The history of the herd and clinical examination revealed progressive
weight loss and non-responsive antimicrobial diarrhea, dehydration and submandibular
edema. Rectal biopsies showed in six buffaloes microscopically suggestive lesions for
paratuberculosis through hematoxilin-eosin staining (HE), characterized by moderate
multifocal granulomatous enteritis with epithelioid cell infiltration. In four buffaloes

Langhans giant cells were found. In 15 buffaloes lymphocytic infiltrate was observed in the

! Recebido em 28 de maio de 2015.

Aceito para publicacdo em 26 de outubro de 2015.

2 Central de Diagnostico Veterinario, Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do
Pard (UFPA), Campus Castanhal, Rua Maximino Porpino da Silva 1000, Centro, Castanhal, PA
68740-080, Brasil. *Autor para correspondéncia: diomedes@ufpa.br

® Departamento de Epidemiologia e Satde Publica, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ 23890-000, Brasil.

* Laboratério Nacional Agropecuéario de Minas Gerais (Lanagro), Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Pedro Leopoldo, MG 36000-000, Brasil.

> Departamento de Medicina Veterinéria, Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Rua
Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife, PE 52171-900, Brasil.

® Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Escola de Veterinéria, Universidade Federal de

Minas Gerais (UFMG), Av. Antbnio Carlos 6627, Belo Horizonte, MG 30123-970, Brasil.



mailto:alessandra.belo.reis@gmail.com
mailto:alessandra.belo.reis@gmail.com
http://www.inmetro.gov.br/laboratorios/rble/detalhe_laboratorio.asp?nom_apelido=LANAGRO-MG%2FPLEOPOLDO

38

lamina propria of the large intestine. Ziehl-Neelsen staining (ZN) revealed in 4.3% (6/140)
acid-fast bacilli in the rectal mucosa. Real time PCR amplified to 5% (7/140) Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (Map) DNA. 11 buffalos were submitted to postmortem
examination, gross examination revealed augmented mesenteric nodes with whitish areas in
the cut surface. The mucosa of the small intestine was irregular and thickened, with evident
traverse folds and Peyer plates. The brownish intestinal content was fluid, the ileocecal valve
area thickened and edematous with evident lymphatic vessels. Histological lesions in the
mesenteric lymph node and small intestine four buffalo were compatible with those already
described in the literature, and presented acid-fast bacilli by ZN staining and amplification of
Map genetic material in qPCR. The concordance between the rectal biopsy and the
postmortem samples was in agreement with the Kappa test (K=0.792) and was considered
substantial or high. The rectal biopsy showed to be promising and can be used by
practitioners, together with other techniques, for antemortem diagnosis in buffalo herds
suspected to be affected by paratuberculosis. Samples obtained by rectal biopsy were suitable
for ZN staining and real time PCR. Rectal biopsy can be used as a tool for diagnosis and
control of Johne’s disease in buffaloes to select and eliminate positive animals within the herd

and decrease gradually the spread of Map.

INDEX TERMS: Diagnosis, Johne’s disease, paratuberculosis, rectal biopsy, buffaloes,

Brazil.

RESUMO.- Foram realizadas bidpsias retais de 140 bdfalos, machos e fémeas, das
racas Murrah e mesticos de Murrah com Mediterraneo, com idade acima de trés anos, em uma
propriedade no municipio de Sdo Mateus, Maranh&o, Brasil. Adicionalmente foram realizadas
necropsias de 11 bufalos, para realizar um estudo comparativo entre os achados das biopsias
retais e de tecidos de ileo e linfonodo mesentérico. A propriedade apresentava historico de
animais com emagrecimento progressivo e diarreia ndo responsiva a antimicrobianos. Os
bafalos apresentavam sinais clinicos caracterizados por diarreia, estado nutricional regular a
ruim, desidratacdo e edema submandibular. Nas bidpsias retais seis blfalos apresentaram
lesbes sugestivas da paratuberculose na Hematoxilina-Eosina (HE), sendo estas caracterizadas
por inflamacdo granulomatosa multifocal moderada na ldmina propria com macrofagos
epitelioides. Em quatro animais foram observadas adicionalmente células gigantes do tipo
Langhans. Em 15 bafalos foi observado infiltrado linfocitario multifocal leve na lamina

préopria. Pela coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN), 4,3% (6/140) apresentaram bacilos alcool-
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acido resistentes (BAAR) e na PCR em tempo real (qPCR), 5% (7/140) tiveram amplificacdo
do material genético. Foram necropsiados 11 bafalos, a necropsia foram observados aumento
de linfonodos mesentéricos com areas esbranquicadas na superficie de corte; intestino delgado
e grosso com dobras transversais evidentes, mucosa espessada e irregular, de aspecto
reticulado, placas de Peyer evidentes e contetdo liquido e marrom. Ainda se viam areas
espessadas em torno da valvula ileocecal e vasos linfaticos evidentes. As lesdes histoldgicas
localizadas no intestino delgado e linfonodos mesentéricos de quatro bdfalos foram
compativeis com lesdes ja descritas na literatura, e apresentaram BAAR e amplificacdo de
material genético na qPCR. A concordancia entre a biopsia retal e a anélise dos tecidos de ileo
e linfonodo mesentérico, segundo o teste Kappa (K=0,792), foi alta. A bidpsia retal realizada
demonstrou ser promissora e pode ser empregada, juntamente com outras técnicas, para
auxiliar no diagndstico ante mortem em bufalos de rebanhos com suspeita de paratuberculose;
pela mesma foi possivel detectar animais positivos através da coloracdo de ZN e qPCR. Os
resultados obtidos podem ser utilizados no controle da enfermidade para selecionar e eliminar
animais positivos do rebanho, diminuindo gradualmente, a disseminacdo do agente no

ambiente, e a consequente contaminagédo de outros animais.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Diagndstico, doenca de Johne, paratuberculose, biopsia retal,

bufalos, Brasil.

INTRODUCAO

Paratuberculose ou doenca de Johne é uma enterite granulomatosa, cronica, infecciosa,
causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), bacilo alcool-acido
resistente (BAAR), que acomete mamiferos, principalmente ruminantes domésticos e
selvagens, e causa diarreia, sindrome de ma absorcao e perda de peso (Chiodini et al. 1984,
Riet-Correa & Driemeier 2007, Mota et al. 2010). A infeccdo se da pela ingestdo de colostro,
leite ou agua contaminados com fezes.

A enfermidade tem distribuicdo mundial e a doenca clinica foi descrita pela primeira vez
em 1895 por Johne e Frothingham na Alemanha (Manning & Collins 2010). No Brasil, a
doenca foi diagnosticada em bdfalos por Mota et al. (2010) em Pernambuco, Barbosa et al.
(2010) no Maranhdo, Dalto (2011) no Rio Grande do Sul e Brito (2015) em Alagoas.

As perdas econdmicas verificadas em funcdo da infeccdo subclinica se devem a reducéo

da conversdo alimentar, diminuicdo da produtividade, reducdo dos niveis de proteina e
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gordura no leite, perda de peso ao abate, alta incidéncia de mastite e diminuicdo da fertilidade
(Clarke 1997, Yamasaki et al. 2010).

O diagndstico ante mortem da doenca tem sido um ponto critico em estratégias de
controle. Ainda ndo h& um teste padrdo para o diagnéstico da paratuberculose devido a
natureza crbnica da enfermidade e aos diferentes estdgios da doenca (OIE 2014). Na
paratuberculose as lesdes localizam-se principalmente no trato intestinal e linfonodos
mesentéricos; no intestino grosso sdo observadas lesGes da mesma natureza, porém menos
extensas (Driemeier et al. 1999, Mota et al. 2010); também foram relatadas lesdes na mucosa
retal em bufalos (Dalto et al. 2012).

Dalto et al. (2012) realizaram uma bidpsia em um bufalo no Rio Grande do Sul e
sugeriram que este exame poderia ser mais uma ferramenta para confirmagdo do diagnostico
de paratuberculose nesta espécie, visto que no fragmento analisado pelos autores, havia
BAAR e marcacgdo positiva na Imunoistoquimica (IHQ). Baseado nesta informagéo optou-se
pela continuacdo deste estudo. Desta forma o objetivo deste trabalho é avaliar o uso da
bidpsia retal como diagnostico ante mortem da paratuberculose em bdfalos, quando

comparada a outras técnicas de diagnostico.

MATERIAL E METODOS

Biopsia retal. Foram realizadas 140 biopsias em bufalos adultos, acima de trés anos, com
escore corporal (EC) de 1 a 3 (escala de 1-5). Onze animais que apresentavam sintomatologia
sugestiva de paratuberculose foram necropsiados. O estudo foi conduzido em uma
propriedade localizada no municipio de Sdo Mateus, MA, onde ja havia confirmacao de casos
de paratuberculose (Barbosa et al. 2010). Durante as visitas a propriedade, foram coletados
dados referentes ao historico e sinais clinicos.

Foram coletados dois fragmentos envolvendo a mucosa e submucosa do reto de cada
animal, de aproximadamente 0,6cm, cranial ao orificio anal, com auxilio de uma pinca
Mathieu de 45cm utilizada para bidpsia. A coleta foi realizada com uso de luvas de palpacéo e
luvas descartaveis para procedimentos, e a cada coleta, a pinca era higienizada e esterilizada.
O primeiro fragmento foi coletado para Reacdo da Polimerase em Cadeia em Tempo Real
(gPCR) e o segundo para a histopatologia (Fig.1LA-C). Os fragmentos para histopatologia
foram fixados em formol a 10% tamponado e processados pelos métodos usuais para exame
histologico, embebidas e incluidas em parafina, cortadas a Sum e coradas pela hematoxilina e

eosina (HE), e em animais com lesdes sugestivas de PTB, cortes adicionais foram corados
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pela técnica de Ziehl-Neelsen (ZN). As amostras foram processadas no laboratorio de
patologia da Universidade Federal do Paré.

O fragmento destinado para qPCR foi armazenado em tubos de polietileno tipo
eppendorf e mantidos a -20°C para posterior processamento. A extracdo de DNA do
fragmento foi realizada por Kit comercial da Qiagen (Q1Aamp® DNA Mini Kit para tecidos).
A reacdo de gPCR foi realizada usando os Primers e sondas para o gene 1S900 (F-5’-
TGCTGATCGCCTTGCTCA-3’ ¢ R-5’-GGGCCTGATCGGCGATGAT-3’; S-5’-FAM-CCG
GGC AGC GGC TGC TTT ATA TTC-3’-BHQ1) (Sigma®); e os Primers e sondas para F57
(F-5-TTCATCGATACCCAAACTCAGAGA-30 e R-5-GTTCGCCGCTTGAATGGT-3’;
S-5°Cy5-5’-TGCCAGCCGCCCACTCGTG-3-BHQ2) (Sigma®) (Irenge et al. 2009). Na
reacdo foram utilizados 2l de solucdo de DNA, 12,5ul do Mix (RealQ-PCR-RT dUTP-UNG
Master Mix kit) (Ampligon, Dinamarca), Primers na concentragdo de 0,6 pmol/pl e sondas na
concentracdo de 0,4 pmol/pl, 0,5ul de H,O e 2ul de MgCl, (50nM) (Invitrogen®), num
volume total de reacdo de 25ul. A reacdo foi iniciada a 50°C durante 2 minutos, e 95°C,
durante 10 minutos, seguido por 45ciclos de desnaturacdo a 95°C, durante 15 segundos,
anelamento/extensdo a 60°C durante 1 minuto. Cada amostra foi testada em triplicata no
termocilador LightCycler 480 (Roche, Alemanha) de analise de dados.

Necropsia. Onze animais que apresentavam sintomatologia clinica sugestiva de
paratuberculose foram necropsiados na fazenda em estudo. Os animais foram submetidos a
eutanasia conforme prescricdo do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA 2008). Foram coletados, de cada bufalo, fragmentos de ileo e linfonodo
mesentérico para a realizacdo da HE, ZN e gPCR. O armazenamento e 0 processamento das
amostras foram iguais ao descrito para as bidpsias retais.

Estatistica. Para avaliar a concordancia entre as biopsias retais e as analises de tecidos
das necropsias, utilizou-se o Teste de KAPPA, avaliando-se as escalas categoricas em relacao

aos testes laboratoriais (Bidpsia retal e analise de tecidos) (Siegel & Catellan 1988).

RESULTADOS
Na propriedade havia 1000 buafalos adultos (acima de 3 anos), das racas Murrah,
Mediterraneo e seus mesticos. Os bufalos eram criados de forma extensiva em pastagens de
Brachiaria spp. e pastagens nativas. O histdrico obtido na propriedade era que 0s animais
apresentavam sinais de emagrecimento e diarreia, ndao respondiam aos antimicrobianos e a
evolucdo da doenca variava entre quatro e oito meses. Segundo os tratadores, cerca de cinco

animais com esses sinais clinicos morriam por ano.
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Sinais clinicos. Em 15% (21/140) dos bufalos foram observados sinais clinicos
caracterizados por estado nutricional regular a ruim, diarreia liquida, desidratacdo e edema
submandibular (Quadro 1).

Bidpsia retal. Em seis bufalos (Bufalos 2, 3, 18, 139, 141 e 188) foram observadas lesdes
sugestivas da paratuberculose na HE, sendo estas caracterizadas por inflamacéo
granulomatosa multifocal moderada na lamina propria com macréfagos epitelioides. Em
quatro animais foram observadas adicionalmente células gigantes do tipo Langhans (Bufalos
2, 139, 141 e 188) (Fig.2) (Quadro 1). Em 15 bufalos foi observado infiltrado linfocitario
multifocal leve na lamina prépria. No Ziehl-Neelsen, 4,3% (6/140) dos bufalos apresentaram
bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) (Bufalos 2, 3, 18, 139, 141 e 188) e na qPCR, 5%
(7/140) tiveram amplificacdo do material genético (Bufalos 2, 3, 18, 139, 141, 188 e 189)
(Quadro 1).

Achados anatomopatoldgicos. Nos 11 animais necropsiados foram observados aumento
de linfonodos mesentéricos, leve (Bufalos 53, 118, 138, 177 e 187), moderado (Bufalos 52 e
137) e acentuado (Bufalos 139, 186, 188 e 189), mucosa do intestino delgado e grosso
espessada, irregular, de aspecto reticulado e com dobras transversais evidentes (Bufalos 137,
139, 186, 188 e 189); contetdo liquido e marrom. Areas espessadas em torno da vélvula
ileocecal (Bufalos 137, 139, 186, 188 e 189), vasos linfaticos evidentes (Bufalos 137, 139,
188 e 189), areas esbranquicadas na superficie de corte dos linfonodos mesentéricos (Bufalos
137, 188 e 189) e placas de Peyer evidentes (Bufalo 186).

Dos 11 bafalos necropsiados, apenas quatro (Bufalos 139, 186, 188 e 189) apresentaram
lesbes de paratuberculose. As lesbes histoldgicas localizadas no intestino delgado foram
caracterizadas por infiltrado inflamatdrio granulomatoso rico em células gigantes na mucosa e
infiltrado mononuclear na submucosa. Nos linfonodos mesentéricos foram observadas células
epitelioides e células gigantes na regido cortical e medular.

Os fragmentos de intestino e linfonodos mesentéricos dos Bufalos 186, 188 e 189 foram
positivos na coloracdo de ZN. O Bufalo 139 foi positivo somente no intestino e negativo no
linfonodo mesentérico.

Na gPCR foram positivos fragmentos de ileo e linfonodos mesentéricos dos Bufalos 186,
188 e 189 e o Bufalo 139 foi positivo em fragmento do ileo e negativo em fragmento de

linfonodo mesentérico (Quadro 2).
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Estatistica. O coeficiente Kappa foi 0,792 que demonstra uma concordancia alta entre a

bidpsia retal e a analise dos tecidos de ileo e linfonodo mesentérico (Quadro 3).

DISCUSSAO

Os sinais clinicos observados nos bufalos deste estudo foram semelhantes aos
encontrados por Mota et al. (2010), Dalto et al. (2012) e Brito (2015) em bufalos com
paratuberculose. A diarreia ocorre devido a ma absorcao de nutrientes, em funcéo da enterite
granulomatosa, o que justifica a perda progressiva de peso e 0 mau estado corporal dos
animais afetados (Chiodini et al. 1984). O edema submandibular pode estar presente; este
achado foi descrito por Dalto (2011) em bufalos no Rio Grande do Sul, achado que pode ser
relacionado a diarreia crénica e também pela mé absorcdo intestinal (Clarke 1997, Driemeier
et al. 1999); no entanto no presente trabalho, apenas um bufalo que apresentava edema
submandibular foi positivo para a enfermidade. A medida que a diarreia aumenta, o edema
tende a desaparecer e 0 animal pode apresentar desidratacdo e debilidade (Radostits et al.
2007). Como apenas sete animais, dos 21 que apresentavam sinais clinicos sugestivos de
paratuberculose, foram positivos, se faz necessario o diagndstico diferencial desta
enfermidade com outras que cursam com diarreia, caquexia e edema submandibular
(Radostits et al. 2007, Yamasaki et al. 2010).

Os achados histologicos observados nos bufalos do presente trabalho foram semelhantes
aos encontrados por Driemeier et al. (1999) e Yamasaki et al. (2010) em bovinos, e por Mota
et al. (2010) em bufalos, tais como infiltracdo da mucosa e lamina propria por macréfagos,
linfocitos, células epitelioides e células gigantes. Segundo esses autores podem ser ainda
visualizados plasmaécitos e, ocasionalmente, neutrofilos e eosinofilos. Dalto et al. (2012)
também realizaram analise da mucosa retal em um bdfalo e verificaram lesdes neste
segmento, presenca de BAAR e marcacao positiva na IHQ. Esses achados foram semelhantes
aos observados nos bufalos deste estudo, que tiveram lesdes sugestivas de paratuberculose,
presenca de BAAR e PCR positivo, tanto nas amostras das bidpsias retais como da andlise de
ileo e linfonodo mesentérico obtidos na necropsia.

Na bidpsia retal apenas um bufalo apresentou qPCR positivo (189) e auséncia da bactéria
no teste de ZN. Quando a carga bacteriana é baixa, os bacilos podem nao ser detectados ao
exame histoldgico, o que poderia explicar o resultado negativo a coloracdo de Ziehl-Neelsen
(ZN) e positivo na qPCR (Zimmer et al. 1999). Isso também pode ser justificado pelo

segmento analisado, que segundo Mota et al. (2010) e Dalto et al. (2012), nesta regido, podem
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ser visualizadas lesdes leves, e que geralmente a carga bacteriana é mais baixa. Apenas um
bdfalo ndo apresentava sinais clinicos, mas foi positivo em ambos os testes (Bufalo 2). Os
animais subclinicos, portadores e provaveis eliminadores da bactéria sdo fontes de infecgédo
para outros animais, e representam um desafio para o diagndstico, o que dificulta o controle
da enfermidade; estima-se que para cada animal infectado, ha de 15 a 25 ruminantes
subclinicos no rebanho (Radostits et al. 2007). Através da biopsia retal, foi possivel detectar
um animal subclinico no rebanho.

A concordancia entre a biopsia retal e a analise dos tecidos de ileo e linfonodo
mesentérico, segundo o teste Kappa (K=0,792) foi considerada alta. Apenas um animal foi
negativo na analise de bidpsia retal e positivo nos tecidos das necropsias. Animais em
estagios iniciais da enfermidade, geralmente apresentam lesbes leves e localizadas
principalmente nas porgdes de ileo, que com a evolugéo da enfermidade, se estende até o reto
(Mota et al. 2010, Dalto et al. 2012). Exames histologicos e PCR em tecidos j& foram
realizados por Sivakumar et al. (2005) e Mota et al. (2010) em bufalos com paratuberculose e
esses autores demonstraram que a pesquisa em amostras de tecido pode ser realizada e que
apresenta resultados satisfatorios, assim como observado no presente trabalho. Com base
nesses resultados, a biopsia retal mostrou-se eficiente para detec¢do de animais positivos e
negativos em rebanhos onde existem casos de paratuberculose. O uso de PCR em tecidos para
deteccdo de Map nos rebanhos é muito util, de grande sensibilidade, rapidez e confiavel,
desde gue controles negativos e positivos sejam utilizados (Clark et al. 2008).

O exame histologico por meio da coloracdo de ZN dos tecidos é uma forma rapida e
econdmica para se obter o diagnostico da PTB (Juste & Aduriz 1990). Nesse estudo, ZN foi
satisfatorio para a identificacio de BAAR em tecidos das bidpsias, de ileo e linfonodo
mesentérico.

Ressaltamos ainda que, o fragmento coletado para biopsia envolvia apenas a mucosa e
submucosa do reto, sem envolver a serosa, portanto ndo havia perfuracdo da alca e
consequente contaminagdo da cavidade abdominal, o que poderia ocasionar peritonite. Nao
foi observado nenhum problema nos animais deste estudo referentes a coleta dos fragmentos,
visto que 11 animais apds a coleta foram necropsiados, e ndo foi visualizada perfuracdo da

serosa, somente uma pequena area hiperémica na regido coletada.

CONCLUSOES



45

A bidpsia retal aplicada neste trabalho demonstrou ser promissora e pode ser empregada,
juntamente com outras técnicas, para auxiliar no diagndstico ante mortem em bufalos de
rebanhos com suspeita de paratuberculose.

Pela bidpsia foi possivel detectar animais positivos para paratuberculose através da
coloragéo de Ziehl-Neelsen e por gPCR.

A bidpsia retal pode ser utilizada no controle da enfermidade para selecionar e eliminar
animais positivos do rebanho, diminuindo assim, gradualmente, a disseminacdo de Map no

ambiente e a infecgédo do rebanho.
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Legendas das Figuras

Fig.1. (A) Realizacdo de biopsia retal, com auxilio de uma pinga Mathieu, para o diagnostico
de paratuberculose em bufalo. (B) Fragmento coletado (seta). (C) Fragmento coletado em

frasco tipo Falcon, em formol a 10%.

Fig.2. Células gigantes de Langhans na lamina propria entre as criptas intestinais, na biopsia

retal do Bufalo 2 com paratuberculose. HE, obj.40x.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hess%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10216457
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Quadro 1. Sinais clinicos, achados histopatologicos, Ziehl-Neelsen e PCR em tempo real

das biopsias retais de bufalos

Ordem Bufalo Escore Idade Sinais clinicos HE ZN gPCR
no. corporal
1 2 3 4 Sem sinais clinicos Lesdo A Positivo Positivo
2 3 2 5 Diarreia Lesdo B Positivo Positivo
3 4 2,5 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
4 18 2 5 Diarreia Lesdo B Positivo Positivo
5 35 2 5 Dsljé:ﬁfngifﬁga Lesdo C  Negativo  Negativo
6 50 2 5 [?sljt;:ﬁ;angigﬁga Lesdio C  Negativo  Negativo
7 52 1,5 5 Diarreia Lesdio C  Negativo  Negativo
8 53 2 5 Diarreia Lesdio C  Negativo  Negativo
9 118 2 17 Diarreia SL Negativo  Negativo
10 121 4 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
11 137 2 8 Diarreia SL Negativo  Negativo
12 138 2 12 Emagrecimento SL Negativo  Negativo
13 139 2 15 Diarreia Lesdo A Positivo Positivo
14 141 2 7 Diarreia Lesdo A Positivo Positivo
15 143 2 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
16 155 2,5 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
17 163 3 7 Diarreia SL Negativo  Negativo
18 177 2 10 Diarreia e_edema SL Negativo  Negativo
submandibular
19 186 2 5 Diarreia Lesdao C  Negativo  Negativo
20 187 2 5 Emagrecimento SL Negativo  Negativo
21 188 2 5 Diarreia Lesdo A Positivo Positivo
22 189 5 Diarreia e edema Lesdao C  Negativo  Positivo

submandibular

Lesdo A = inflamagdo multifocal moderada na lamina prépria com macrofagos epitelioides e
células gigantes de Langhans. Lesdo B = Inflamacdo multifocal moderada na lamina propria
com macréfagos epitelioides. Lesdo C = infiltrado linfocitario multifocal leve na lamina
propria. SL = sem leséo.
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Quadro 2. Comparacdo dos resultados das biopsias retais e analise dos tecidos do ileo e

linfonodo mesentérico de bufalos

Resultado da necropsia*

Ordem Bufalo Resultado da bidpsia : Linfonodo
no. lleo L

mesentérico
1 52 Negativo Negativo Negativo
2 53 Negativo Negativo Negativo
3 118 Negativo Negativo Negativo
4 137 Negativo Negativo Negativo
5 138 Negativo Negativo Negativo
6 139 Positivo Positivo Negativo
7 177 Negativo Negativo Negativo
8 186 Negativo Positivo Positivo
9 187 Negativo Negativo Negativo
10 188 Positivo Positivo Positivo
11 189 Positivo Positivo Positivo

*Baseado no teste de ZN e de gPCR.

Quadro 3. Estatistica Kappa obtida entre a bidpsia retal e a analise de tecidos, segundo

classificacdo dos resultados laboratoriais de bufalos

Analise de tecidos

Bidpsia retal Negativo POSITIVO Total
Negativo 7 1 8
Positivo 0 3 3

Total 7 4 11

Kappa = 0,792 1C95% [0,413; 1,0].



Figura 2

Figuras
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3. ARTIGO 2- TEORES DE COBRE, ZINCO E FERRO NO FIGADO DE BUFALOS
(Bubalus bubalis) COM PARATUBERCULOSE!

Obs.: o artigo segue as normas da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira e foi publicado neste
periddico.

Alessandra dos S. Belo Reis?, Marilene de Farias Brito®, Henrique A. Bomjardim?,
Kelson C.F. Faial*, Felipe M. Salvarani?, Daniel G. Ubiali?, Carlos Magno C. Oliveira2 e José
D. Barbosa?*

ABSTRACT.- Belo Reis A.S., Brito M.F., Bomjardim H.A., Faial K.C.F., Salvarani F.M.,
Ubiali D.G., Oliveira C.M.C. & Barbosa J.D. 2015. [Copper, zinc and iron concentration in
the liver of buffaloes (Bubalus bubalis) with paratuberculosis.] Teores de cobre, zinco e
ferro em buafalos (Bubalus bubalis) com paratuberculose. Pesquisa Veterinaria Brasileira
36(1):24-28. Instituto de Medicina Veterinaria, Campus de Castanhal, Universidade Federal
do Para, Rodovia BR-316 Km 61, Castanhal, PA 68741-740, Brasil. E-mail:

diomedes@ufpa.com

In order to study copper, zinc and iron concentration in the liver of buffaloes with
paratuberculosis (PTB), 13 buffalo cows above three years of age of the Murrah and
Mediterranean races or their crosses were used. They originated from two farms in the
municipalities of Sdo Luis and Sdo Mateus, state of Maranhdo, Brazil. The animals were
selected according to clinical signs of paratuberculosis, as diarrhea, dehydration and
submandibular edema. Rectal biopsies for detection of Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) through gPCR and Ziehl-Neelsen stain were performed on all
animals. Seven buffaloes revealed positive and six were negative for PTB. They were
separated into two groups: Group 1 contained seven buffaloes positive for paratuberculosis,
and Group 2 contained six animals negative for paratuberculosis. They were euthanized and
postmortem examination was performed for the collection of various tissue samples to be
fixed in 10% formalin for histopathology; also liver tissue samples were collected to be frozen
for chemical analysis of trace minerals (Cu, Zn and Fe). Postmortem showed that all buffaloes
with PTB had brown colored mesenteric lymphonodes, indicating hemosiderosis. One buffalo
had brown spots on the mucosa of the small intestine. Histopathology revealed moderate to

severe hemosiderosis of the spleen in buffaloes of Group 1. All animals positive for PTB
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showed micromineral levels below the reference values. The average Cu concentration in
buffaloes with PTB was only 18.0ppm and the one of Zn only 68.6ppm. In Group 2, negative
for PTB, the average Cu concentration was 113.7ppm and the one of Zn 110.0ppm. Fe
concentrations in buffaloes of both groups were high (>669ppm). The analysis of trace
elements in the liver confirmed copper deficiency, but also showed low levels of zinc and
high levels of iron. Based on clinical and pathological findings, and the micromineral
concentrations found in the liver, it is concluded that paratuberculosis could lead to mineral
deficiency and worsen the clinical condition of the buffaloes.

INDEX TERMS: Trace elements, copper, zinc, iron, paratuberculosis, buffaloes, Brazil.

! Recebido em 26 de maio de 2015.

Aceito para publicacdo em 25 de janeiro de 2016.
2 Instituto de Medicina Veterinaria, Universidade Federal do Para, Rodovia BR-316 Km 61, Bairro
Saudade, Castanhal, PA 68740-970, Brasil. *Autor para correspondéncia: diomedes@ufpa.com
3 Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Seropédica, RJ 23890-000, Brasil.
* Laboratério de Toxicologia “Edilson Brabo”, Secio de Meio Ambiente (SAMAM), Instituto
Evandro Chagas, Rodovia BR-316 Km 7, Levilandia, Ananindeua, PA 67030-000, Brasil.

RESUMO.- Com o objetivo de realizar um estudo dos teores de cobre (Cu), zinco
(Zn) e ferro (Fe) em bufalas com paratuberculose (PTB) foram utilizadas 13 bufalas, das racas
Murrah, Mediterraneo e seus mesticos acima de trés anos de idade, pertencentes a duas
propriedades localizadas nos municipios de Sdo Luiz e Sdo Mateus, no Estado do Maranhéo.
Os animais foram selecionados de acordo com a presenca de sinais clinicos sugestivos de
paratuberculose, caracterizado por estado nutricional regular a ruim, diarreia crénica liquida a
semi-liquida, desidratacdo, edema submandibular e anestro prolongado. Foi realizada bidpsia
retal em todos os animais, para deteccdo de Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis
(Map) por meio da gPCR e exames histopatologicos (HE e Ziehl-Neelsen). No Grupol sete
animais foram positivos para presenca de Map, e no Grupo 2 seis foram negativos. Todos 0s
bafalos foram eutanasiados e necropsiados para coleta de diversos tecidos, parte fixados em
formol a 10% para a realizacdo da histopatologia e fragmentos de tecido hepatico congelados
para as dosagens dos microminerais (Cu, Zn e Fe). Na necropsia foi evidenciado que todos 0s
animais positivos para PTB apresentavam linfonodos mesentéricos de coloracdo castanha
sugestiva de hemossiderose. Adicionalmente, em um animal foram observados pequenos

pontos de cor marrom distribuidos difusamente na mucosa do intestino delgado. Na
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histopatologia foi observada hemossiderose moderada a acentuada no bago dos animais do
Grupo 1. Na dosagem dos microminerais todos os animais com PTB apresentaram niveis
abaixo dos valores de referéncia para Cu e Zn. Observou-se que a média dos teores de Cu dos
bafalos com PTB foi 18,0ppm e de Zn 68,6ppm. No Grupo 2, a média dos teores de Cu foi
113,7ppm e de Zn 110,0ppm. Os teores de Fe em ambos o0s grupos foram elevados
(>669ppm). Baseado nos achados clinico-patoldgicos e nas dosagens de minerais realizadas
neste estudo, conclui-se que na regido estudada, a PTB agravou o quadro clinico de animais
com deficiéncia de Cu e Zn e, sugere-se que a doenca seja capaz de induzir quadros de

deficiéncia mineral marginal secundaria.

TERMOS DE INDEXACAO: Microelementos, cobre, zinco, ferro, paratuberculose,
bubalinos, Brasil.

INTRODUCAO

Paratuberculose ou doenca de Johne é causada por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map), bacilo alcool-acido resistente (BAAR) que acomete mamiferos,
principalmente ruminantes domésticos e selvagens. A enfermidade é caracterizada por uma
enterite granulomatosa, infecciosa e crénica, e a infeccdo se da pela ingestao de colostro, leite
ou agua contaminados com fezes (Chiodini et al. 1984, Mota et al. 2010).

Em casos de paratuberculose (PTB) ocorre diarreia em funcdo da enterite
granulomatosa e ma absorcdo de nutrientes (Chiodini et al. 1984), o que justifica a perda
progressiva de peso e 0 mau estado corporal dos animais afetados, que podem gerar perdas
econémicas importantes, em funcdo da reducdo da conversdo alimentar, diminuicdo da
produtividade, reducdo dos niveis de proteina e gordura no leite, perda de peso ao abate, alta
incidéncia de mastite e diminuicdo da fertilidade (Clarke 1997, Yamasaki et al. 2010).

Os minerais sdo nutrientes importantes que participam de varias vias metabdlicas e
exercem funcbes importantes na reproducdo, manutencdo do crescimento, metabolismo
energético, resposta imune, entre outras atividades metabdlicas necessarias ao desempenho
produtivo dos animais (Wilde 2006, Lamb et al. 2008).

Paolicchi et al. (2013) realizaram estudo com amostras de soro bovino e observaram
existir uma relacédo entre a deficiéncia de selénio com a infeccdo por Map. Os mesmos autores
também constataram que um aumento no solo de 10ppm de ferro pode estar associado com o
aumento no numero de animais soropositivos para PTB. Lungton (2004) fez um paralelo entre

a PTB e as deficiéncias de macro e microminerais, e inferiram que quadros graves da doenca
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estéo relacionados com as deficiéncias minerais, atentando para a necessidade de mais estudos
dentro dessa linha de pesquisa. O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo dos teores de
cobre, zinco e ferro em bufalos positivos para PTB no estado do Maranhdo.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em duas propriedades de criacdo de bubalinos localizadas nos
Municipios de Sdo Mateus e S8o Luis, regido nordeste do Estado do Maranhdo, onde ja
existiam casos de paratuberculose (Belo-Reis et al. 2015). Os histéricos foram coletados,
junto aos proprietarios, durante as visitas.

Animais e coleta das amostras. Foram utilizadas 13 bufalas das racas Murrah,
Mediterraneo e seus mesticos, com idades acima de trés anos, criadas em sistema extensivo e
em pastagens nativas e de Brachiaria spp. (Sinonimia Urochloa). A suplementacdo do
rebanho era realizada através de um suplemento protéico-energético comercial (durante o
periodo seco do ano) contendo proteina bruta (350g/kg), NNP (297g/kg), célcio (60-68g/kg),
fosforo (18g/kg), enxofre (8000mg/kg), sodio (47g/kg), cobalto (2,30mg/kg), cobre
(200mg/kg), ferro (150mg/kg), iodo (10mg/kg), manganés (400mg/kg), selénio (2,0mg/kg),
zinco (1000mg/kg), vit. A (40.000Ul/kg) e fluor (180mg/kg). Onze animais pertenciam a
fazenda localizada no municipio de S&o Mateus, e dois a fazenda situada no municipio de Sao
Luis.

Os animais do estudo foram selecionados de acordo com a presenca de sinais clinicos
sugestivos de PTB. Em todos os animais foi realizada biopsia retal de acordo com
metodologia descrita por Belo-Reis et al. (2015), para pesquisa de Map através de PCR em
tempo real (QPCR) e Ziehl-Neelsen (ZN). Sete animais foram positivos para presenca de Map
e alocados no Grupo 1, e os outros seis foram negativos e alocados no Grupo 2. Devido ao
prognostico ruim, todos os animais foram eutanasiados e necropsiados, conforme
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA
2008). Durante as necropsias foram coletados fragmentos de diversos 6rgdos que foram
fixados em formol a 10% tamponado e processados pelos métodos usuais para exame
histolégico. Amostras de cerca de 200g do lobo caudal de figado foram coletadas com uma
faca de aco inoxidavel e armazenadas em sacos plasticos, identificadas e congeladas a -20°C
até a realizacdo das analises. Através do tecido hepatico foram determinados os teores de
cobre (Cu), zinco (Zn) e ferro (Fe).

Dosagem de minerais. As amostras de figado foram seccionadas em fatias finas

utilizando-se navalhas limpas e de aco inoxidavel, armazenadas em tubos de polipropileno de
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50mL e submetidas ao processo de liofilizagdo. Para esse processo, as amostras, congeladas a
-20°C, foram acondicionadas em bandejas e colocadas em aparelho automatizado LIOTOP®
(modelo L101), previamente ligado por um periodo de 10 minutos a uma temperatura de -
55°C, as quais permaneceram por um periodo de 24h para a secagem completa.
Posteriormente, as amostras foram trituradas em grau e pistilo (Pinheiro et al. 2011).

Para a determinagdo dos minerais Cu, Zn e Fe, as amostras trituradas foram pesadas
entre 0,250 a 0,260g e colocadas em tubo de digestdo de Teflon (modelo Xpress). Em
seguida, foram adicionados 3mL de &cido nitrico PA 65% (QUIMEX), 1mL de é&cido
cloridrico a 30% (MERCK) e 1mL de perdxido de hidrogénio PA 30% (BIOTEC); ficaram
em repouso durante 2h para uma pré-digestao e digeridas por 50 minutos em sistema fechado
por radiacdo de micro-ondas (MARSXpress, CEM Corp. Matthews, NC, USA). Apos a
digestéo, os minerais Cu, Zn e Fe foram analisados pela técnica de espectrometria de emissdo
Otica com plasma induzido (ICP-OES) no equipamento ICP-OES (Vista-MPX CCD
simultaneo, axial da VARIAN) em sistema de amostragem automatico (SPS-5). O controle
das condicBes operacionais do ICP-OES foi realizado com o software iTEVA. Os brancos
analiticos foram preparados pelos mesmos procedimentos sem a adicdo das amostras de

figado (Nomura et al. 2005). As analises foram realizadas no Instituto Evandro Chagas (ICE).

RESULTADOS

Na fazenda localizada no municipio de S&o Mateus, MA, verificou-se que
aproximadamente 70% das pastagens eram em terra firme composta por Brachiaria spp.
(sinonimia Urochloa), e 30% em regido de varzea composta por pastagens nativas. No
ambiente de terra firme as fontes de dgua eram bebedouros e na regido de varzea, 0s animais
bebiam nos lagos formados durante o periodo de chuva. A suplementacdo protéico-energética
era ofertada em cochos descobertos e a oferta ndo era continua ao longo do ano; no periodo de
maior estiagem era ofertado somente sal proteinado. Na fazenda no municipio de Séo Luis as
pastagens eram em terra firme compostas por Brachiaria spp. (Sinonimia Urochloa). A
suplementacdo protéico-energética era realizada de forma semelhante a descrita
anteriormente.

O quadro clinico apresentado pelos bufalos nas duas localidades caracterizava-se por
estado nutricional regular a ruim (Fig.1.A-B), diarreia liquida a semi-liquida, desidratacéo,
edema submandibular (Fig.1.A-B) e anestro prolongado. Os animais permaneciam longos

periodos dentro dos lagos e quando eram estimulados a se locomover faziam de forma lenta.
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Os sete animais positivos para deteccdo de Map (Bufalos 1-7, Grupo 1) apresentaram
achados macroscopicos compativeis com PTB, tais como aumento de linfonodos
mesentéricos, mucosa do intestino delgado e grosso espessada, irregular, de aspecto reticulado
e com dobras transversais evidentes. Observaram-se, ainda areas espessadas em torno da
valvula ileocecal, vasos linfaticos evidentes e areas esbranquicadas na superficie de corte dos
linfonodos mesentéricos (Fig.2). Foi evidenciado também que esses animais tinham
linfonodos mesentéricos com areas de coloracdo acastanhada sugestiva de hemossiderose
(Fig.2). Adicionalmente, no Bufalo 3, foram observados pequenos pontos difusos de cor
marrom na mucosa do intestino delgado (Fig. 3), também sugestivos de hemossiderose. No
Grupo 2 apenas trés animais (Bufalas 8, 9 e 10) apresentaram linfonodos mesentéricos de
coloragdo escura.

Nos sete bufalos com PTB, os exames histopatologicos revelaram infiltrado
inflamatdrio granulomatoso rico em células gigantes na mucosa e infiltrado mononuclear na
submucosa do intestino delgado. Nos linfonodos mesentéricos foram observadas células
epitelioides e células gigantes na regido cortical e medular. Os fragmentos de intestino e
linfonodos mesentéricos apresentaram bacilos alcool-acido resistentes (BAARs) pela
coloracdo de ZN. Adicionalmente foram observados, hemossiderose moderada a acentuada no
baco.

Os valores individuais, médias e desvio padrdo dos teores de Cu e Zn no figado dos
bufalos avaliados com e sem paratuberculose estdo apresentados no Quadro 1.

Os teores dos microminerais Cu e Zn no figado dos bufalos com paratuberculose
apresentaram-se abaixo do normal; ja os teores de Fe em todos os bufalos foram superiores
aos valores de referéncia. Quando se analisa as médias verifica-se que os teores de cobre estdo
extremamente baixos e 0s teores de zinco moderadamente. J& a média dos teores de Fe foi
mais de duas vezes superior aos teores normais (Quadrol).

Nos animais sem paratuberculose (Bufalos 8-13), 50% (3/6) apresentam teores de Cu
considerados como subdeficientes e quando se analisa a média obtida pelos seis bufalos
verifica-se que 0s teores encontram-se acima de 100ppm, considerados no limite de
normalidade. Achado semelhante foi obtido com o Zn onde também 50% (3/6) apresentaram
teores abaixo de 100ppm, considerados também como subdeficientes. Quando se considera a
média dos teores de Zn dos seis animais, esta ficou acima de 100ppm, também considerada no

limite de normalidade (Quadrol).

DISCUSSAO
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Como demonstrado no presente estudo ndo podemos basear o diagnostico da PTB
apenas nos sinais clinicos, uma vez que, 0 emagrecimento progressivo acompanhado de
diarreia pode estar presente em outras enfermidades como nas parasitoses, nas deficiéncias
nutricionais e em outras doencas infecciosas virais e bacterianas (Yamasaki et al. 2010, 2013).
Apesar de 53,8% (7/13) dos animais serem positivos para PTB, existe a necessidade da
realizacdo de exames complementares como histopatologia e gPCR, para a confirmacéao
precisa do diagnostico e, para a obtencdo de dados epidemiolégicos precisos sobre o status da
enfermidade em um rebanho ou em uma regido. Sweeney (1996) estimou que para cada caso
clinico confirmado de PTB existam 15 a 25 animais sub clinicos. Baseado nesta estimativa
pressupde-se que as propriedades estudadas apresentam uma situacdo critica quanto ao
ndmero de animais contaminados no rebanho.

A necropsia associada ao estudo histopatologico foi importante para o esclarecimento
das causas do quadro clinico apresentado pelos bubalinos. Nos animais com PTB além das
les@es tipicas da enfermidade evidenciaram-se concomitantemente, lesdes compativeis com a
deficiéncia de Cu que posteriormente foi confirmada por meio da histopatologia e da dosagem
do elemento no figado. Nos animais negativos os achados de necropsia foram compativeis
com deficiéncia de energia e proteina.

A média dos teores de Cu no figado das bufalas com PTB foi de 18,0ppm e para 0s
animais negativos foi de 113,7ppm. Segundo Underwood (1977) valores de Cu em figado
entre zero e 50ppm da matéria seca indicam deficiéncia, de 50 a 100ppm, subdeficiéncia, e
niveis acima de 100ppm sdo adequados. Baseando-se nesses dados entende-se que nos bufalos
do presente estudo a PTB agravou o quadro de deficiéncia deste mineral. Como 0s animais
negativos do Grupo 2 eram criados juntos com os animais positivos do Grupo 1, e ndo
apresentaram deficiéncia ou apresentaram subdeficiéncia deste elemento, isso demonstra que
a PTB pode reduzir os niveis de Cu, e levar quadros de subdeficiéncia ao de deficiéncia.
Como a absorcdo do Cu ocorre no intestino (Carvalho et al. 2003) a enterite granulomatosa
presente na PTB contribui para a reducéo da absor¢édo deste mineral.

A média dos teores de Zn nos animais do Grupo 1 foi 68,6ppm e no Grupo 2 de
110,0ppm. Segundo Underwood (1977), valores de Zn no figado menores que 100ppm
indicam deficiéncia e valores acima de 101ppm sdo considerados normais. Neste estudo ficou
demonstrado que os animais com PTB apresentaram niveis de Zn abaixo dos considerados
normais. Nos bufalos com PTB ndo foram observadas manifestacdes clinicas da deficiéncia
de Zn, possivelmente por se tratar de uma deficiéncia de zinco marginal. Tokarnia et al.

(2010) estudaram a deficiéncia de Zn e concluiram que provavelmente em algumas regides,
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as quantidades de Zn, mesmo que baixas, ainda seriam suficientes para satisfazer as
exigéncias dos animais.

Conforme Underwood & Suttle (1999) as deficiéncias de Cu e Zn tem influéncia direta
na resposta imune dos animais que apresentam deficiéncias destes microminerais, € como a
concentracdo de Cu e Zn foram baixas nos animais do Grupo 1, possivelmente a resposta
imunoldgica destes animais poderia estar comprometida e consequentemente, esse poderia ser
mais um fator que leva ao agravamento do quadro clinico da PTB e também predispde estes
animais a uma maior susceptibilidade a outras infecgdes.

A média dos teores de Fe nos bufalos com PTB foi de 843,2ppm e nos bufalos
negativos 669,9ppm. Segundo Underwood (1977) teores de Fe entre 181-380ppm sao
considerados normais e valores acima de 381ppm aumentados. No presente estudo 0s teores
de Fe estavam aumentados tanto nos animais do Grupo 1 quanto nos do Grupo 2, sendo que
nos buafalos com PTB, esses valores foram aproximadamente 20% maiores quando
comparados aos do Grupo 2 (Bufalos negativos). E importante salientar que o excesso de
ferro nos tecidos, principalmente no figado, pode significar apenas hemossiderose, que ocorre
na deficiéncia de Cu, e que foi observada nos bufalos do Grupo 1 deste estudo. Porém, como
0s teores de Fe estavam aumentados tanto nos animais deficientes como nos subdeficientes
em Cu, infere-se que esses altos teores de Fe sejam oriundos da forragem e da mistura mineral
ofertada aos animais.

De acordo com Underwood & Suttle (1999) o Fe é considerado um antagonista do Cu
interferindo na sua absorcdo. Lounis et al. (2001) afirmam que uma dieta rica em Fe pode
aumentar o numero de Map e assim agravar o quadro clinico de PTB nos animais. Desta
forma o excesso de Fe nos animais positivos poderia estar causando pelo menos dois efeitos
deletérios, o primeiro associado a antagonizagdo da absorcdo do Cu e segundo, poderia estar
servindo como substrato para o crescimento e multiplicacdo de Map e favorecendo o
agravamento do quadro clinico de PTB nos bufalos.

Com relacdo ao quadro de emagrecimento observado nos animais negativos do Grupo 2,
este pode ser justificado pela baixa oferta de alimentos no periodo de estiagem, quando foram
realizadas as visitas técnicas as propriedades. Outro fator que poderia contribuir seria 0s
baixos teores de alguns minerais, causando uma deficiéncia subclinica, como foi observado
em alguns bufalos negativos neste estudo (Bufalos 8, 11 e 12). De acordo com Tokarnia et al.
(2010) esse tipo de deficiéncia é a que causa 0S maiores prejuizos, uma vez que, passa

despercebida pelos profissionais e proprietarios.
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CONCLUSAO
Baseado nos achados clinico-patologicos e nas dosagens de minerais realizadas no
figado dos bufalos deste estudo, conclui-se que a paratuberculose pode induzir quadros de
deficiéncia mineral ou agravar quadros de subdeficiéncia, com consequente piora do quadro

clinico da doenca nos animais.
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Legendas das Figuras

Fig.1. (A) Bufalo 3, positivo para paratuberculose, com escore corporal 2 e diarreia. (B)

Bufalo 13, negativo para paratuberculose, com escore 2 e edema submandibular.

Fig.2. Linfonodo mesentérico de cor marrom com areas esbranquicadas na superficie de corte
do Bufalo 3.
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Fig.3. Pequenos pontos marrons distribuidos difusamente na mucosa intestinal do Bufalo 3,

sugestivo de hemossiderose.

Quadro 1. Representacdo dos valores, médias e desvio padrao dos teores de cobre (Cu),

zinco (Zn) e ferro (Fe) nos bufalos positivos e negativos para paratuberculose

Bufalos com paratuberculose

Bufalos negativos

Ident. Cobre Zinco Ferro Ident. Cobre Zinco Ferro
Bufalo (ppm) (ppm) (ppm) Bufalo (ppm) (ppm) (ppm)
Bufalo 1 69,1 69,3 593,1 Bufalo 8 88,7 197,3 795,5
Bufalo 2 17,6 64,4 803,5 Bufalo 9 136,6 113,0 1162,9
Bufalo 3 11,7 74,1 1285,4 Bufalo 10 125,4 68,1 478,6
Bufalo 4 11,6 43,4 689,6 Bufalo 11 56,4 65,8 316,2
Bufalo 5 8,0 54,7 686,8 Bufalo 12 95,1 140,8 484,3
Bufalo 6 5,5 80,6 800,6 Bufalo 13 179,9 75,0 781,8
Bufalo 7 3,0 93,9 1043,3
Média e DP* 18,0+23,0 68,6+16,7 8432414 | Médiae DP® 113,7+43,1 110,0+52,0 669,9+305,8
valres e <i0 <100 181380 | VASOE <o <100 181-380

? Desvio Padréo,”Underwood(1977).
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Abstract

This study reports the detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) in
the uterus and fetus of a buffalo (Bubalus bubalis). Samples of the buffalo cow’s ileum,
mesenteric lymph node, uterus and placenta as well as various fetal organs were collected.
Quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR), histopathology (hematoxylin-eosin
(HE) staining) and Ziehl-Neelsen (ZN) staining were performed. Histopathological analysis
revealed lesions consistent with paratuberculosis (PTB) in the mesenteric lymph node and
small intestine, and ZN staining revealed the presence of acid-alcohol resistant bacilli
(AARB). Histological lesions were not identified in fetal tissues. qPCR indicated that uterus,
mesenteric lymph node and small intestine samples from the buffalo cow were positive for
Map. In contrast, in the fetus, only samples from the digestive tract were positive for Map
based on gqPCR data. These results indicate that Map is present in various buffalo organs and
tissues, including within the reproductive system. Therefore, the intrauterine transmission of

Map may occur in buffaloes and could represent an important source of infection.

Keywords: Johne’s disease; diagnostic; buffaloes; intrauterine transmission.
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INTRODUCAO

A paratuberculose (PTB) é causada por Mycobacterium avium subesp.
paratuberculosis (Map), uma bactéria Gram-positiva em forma de pequenos bastonetes,
aerdbica, ndo esporulada e de crescimento lento em meio de cultivo. A doenca caracteriza-se
clinicamente por um quadro crénico de diarreia intermitente, com emagrecimento
progressivo, queda na producdo e na fertilidade, bem como, pelo aumento da susceptibilidade
a outras infeccbes. A PTB acomete primariamente mamiferos, sendo 0s ruminantes
domeésticos e selvagens 0s mais susceptiveis (15).

A principal via de transmisséo descrita € a orofecal, na qual os animais se infectam ao
ingerirem agua e alimentos contaminados com fezes de animais infectados. O agente da PTB
também é excretado no leite e colostro, constituindo importante via de propagacdo da
enfermidade dentro de um rebanho (2). Map ja foi detectado no Utero, aparelho reprodutivo
masculino e no sémen, liquido alantoide e feto de bovinos (1, 6, 9, 10); e nos cotilédones e
tecidos de fetos de ovelhas (7).

Em bubalinos adultos a doenca foi diagnosticada na India (14), Paquist&o (5, 11) e no
Brasil (3, 8, 15), no entanto, ainda ndo foi relatada a presenca de Map no tecido reprodutivo
ou em fetos de bufalos, desta forma o objetivo deste trabalho é relatar a deteccdo de
Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis (Map) em Utero e feto de bufalo (Bubalus
bubalis).

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em uma propriedade localizada na BR 135, Sdo Luis, MA,
Brasil, em uma fémea, da espécie bubalina (Bubalus bubalis), de 10 anos de idade, com
aproximadamente 90 dias de gestacdo, que apresentava emagrecimento progressivo, diarreia e
acentuada debilidade fisica. Diante da suspeita clinica de PTB, associado ao progndstico ruim

do animal, a eutanasia foi a forma encontrada para se realizar a pesquisa para Map e de se
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eliminar uma possivel fonte de infeccdo dentro do rebanho. Na propriedade também ja& havia
casos confirmados da doenca. A eutanasia foi realizada conforme prescricdo do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2008).

A necropsia foram coletados fragmentos de ileo, linfonodo mesentérico, Utero e
placenta da bufala e fragmentos do corddo umbilical, figado, rim e do sistema digestivo (pool
de fragmentos do ramen, abomaso e intestino delgado) do feto. Da bufala/mae foram feitos
esfregacos de fezes que foram corados pelo Ziehl-Neelsen (ZN) e os fragmentos de tecidos da
mae e do feto foram destinados ao estudo histopatoldgico, corados pela hematoxilina-eosina
(HE) e pelo ZN. O material da mée e do feto destinado a realizagcdo de PCR foi armazenado
individualmente em tubos de polietileno capacidade 1,5 mL e congelados a -20°C para
posterior processamento. A extracdo de DNA total dos fragmentos dos 6rgdos foi realizada
por meio do Kit Qiagen (QIAamp® DNA Mini Kit para tecidos) segundo orientacdo do
fabricante. As reacdes de qPCR para os genes 1S900 e F57 foram realizadas segundo Irenge et
al. (2009). Para o gene 1S900 foi utilizado os primers F-5’-TGCTGATCGCCTTGCTCA-3’ ¢
R-5’-GGGCCTGATCGGCGATGAT-3’ e a sonda S-5’-FAM-CCG GGC AGC GGC TGC
TTT ATA TTC-3-BHQ1 (Sigma®); e para o gene F57 os primers F-5-
TTCATCGATACCCAAACTCAGAGA-30 e R-5-GTTCGCCGCTTGAATGGT-3> e a
sonda S-5°Cy5-5’-TGCCAGCCGCCCACTCGTG-3’-BHQ) (Sigma®). Na reacdo foram
utilizados 2uL do DNA obtido, 12,5 pl do mix RealQ-PCR-RT dUTP-UNG Master Mix kit
(Ampligon, Dinamarca), primers na concentracdo de 0,6 pmol/pL e sondas na concentracéo
de 0,4 pmol/pL, 0,5uL de H,O e 2uL de MgCl, (50nM) (Invitrogen®), num volume total de
reacdo de 25uL. A reacdo foi iniciada a 50°C durante 2 minutos, e 95°C, durante 10 minutos,
seguido por 45 ciclos de desnaturacdo a 95°C, por 15 segundos, anelamento/extensdo a 60°C

durante 1 minuto (4). Foi utilizado o mesmo protocolo para os dois genes. Cada amostra foi
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testada em triplicata no termocilador LightCycler 480 (Roche, Alemanha) e a analise de dados
realizada software de analise do mesmo fabricante.
RESULTADOS E DISCUSSAO

O animal do estudo apresentava sinais clinicos caracterizados por emagrecimento
progressivo (escore corporal 2 em uma escala de 1-5), edema submandibular, edemas
cavitarios (abdominal e toracico), diarreia cronica profusa e intermitente, eliminada muitas
vezes sob forma de jatos (Fig. 1), achados também citados por Mota et al. (8), Yamasaki et al.
(15) e Dalto et al. (3) em bubalinos diagnosticados com paratuberculose.

Os esfregacos de fezes corados pelo ZN evidenciaram a presenca de bacilos alcool-
acido resistentes (BAAR) (Fig.2). O estudo histologico dos tecidos coletados da bufala
revelou lesdes compativeis com paratuberculose em linfonodo mesentérico e em intestino
delgado e nestes tecidos a presenca de BAAR pela coloracdo de ZN. Achados tambem
observados por Khan et al. (5), Mota et al. (8), Yamasaki et al. (15) e Dalto et al. (3) em
bufalos com paratuberculose, que evidenciaram a presenca de BAAR e/ou na PCR foram
positivos. N&o se identificou lesbes histoldgicas nos tecidos do feto. I1sso pode ser justificado
pelo fato dos animais s6 desenvolverem a enfermidade quando adultos, ndo sendo possivel a
visualizacao de lesdes em animais jovens (13).

Os tecidos do utero, linfonodo mesenteérico e intestino delgado da bufala mostraram-se
positivos na qPCR para Map. Ja no feto apenas os tecidos do sistema digestivo mostraram-se
ser gPCR-positivo. Nestes tecidos, tanto da bufala quanto do feto, observou-se amplificacédo
do fragmento dos genes 1S900 e F57 por gPCR. Uma das principais diferencas entre Map e
outras bactérias do complexo M. avium é a presenca de 14 a 18 cdpias do elemento de
insercdo 1S900 no genoma de Map, sendo este o fragmento de DNA mais utilizado para
técnicas de diagndstico molecular. Adicionalmente, foi descrito a utilizacdo do gene F57 para

deteccdo de M. avium (3, 8, 12).
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No presente estudo, ndo foi realizada cultura bacteriana. A realizacdo do diagndstico
de paratuberculose através de PCR utilizando 1S900 tém demonstrado resultados satisfatorios
e rapidos. Além disso, a regido é recomendada pela Organizacdo Mundial de Saide Animal
(16). Ravva e Stanker (17) mostraram que esta regido é especifica para Map, sendo capaz de
diferenciar a bactéria das demais do complexo Mycobacterium avium.

Silva & Pizelli (10) relataram a observacédo de BAAR em bago de feto de uma fémea
bovina com sinais clinicos da enfermidade no Brasil. Nos estudos realizados por Whittington
& Windsor (13) em bovinos com paratuberculose, detectou-se a infecgdo intrauterina nesta
espécie e os mesmos afirmam que esses animais desenvolvem a doenca quando adultos, e
ainda que esta forma de transmissdo vertical € um ponto critico na implantacdo de medidas de
controle e profilaxia no rebanho. Seitz et al. (9) detectaram a presenga de Map no utero e em
fetos de bovinos de fémeas positivas para paratuberculose por meio de cultura em meio
Herrold. Buergelt et al. (1) tambem detectaram Map em liquido alantoide e em fetos de
bovinos por meio de Nested-PCR. Lambeth et al. (7) detectou Map em cotilédone e tecidos de
fetos de ovelhas através de cultura bacteriana.

A infeccdo intrauterina de bovinos em estagio avancado da doenga pode ocorrer
quando a fémea gestante € portadora de grande quantidade de microrganismos e a anergia
permite a migracdo de macrofagos infectados para outros 6rgdos através do sistema linfatico
(15).

Pesquisa em tecidos intestinais e linfonodos mesentéricos de bufalos com resultado
positivo para paratuberculose ja foi realizada por Sivakumar et al. (11), Khan et al. (5), Mota
et al. (8) e Dalto et al. (3) por meio de ZN e PCR. Sivakumar et al. (11) realizaram
adicionalmente cultura bacteriana e Dalto et al. (3) realizaram imunohistoquimica. No
entanto, nenhum desses autores realizou pesquisa de Map em Utero ou no feto, muito menos a

possivel transmissdo via uterina.
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CONCLUSAO
O presente trabalho descreve a deteccdo de Mycobacterium avium subesp.
paratuberculosis (Map) em utero e feto de bufalo (Bubalus bubalis). Diante destes achados
conclui-se que a presenca de Map em bubalinos ocorre em diferentes 6rgdos e tecidos,
inclusive no sistema reprodutivo e que a transmissdo intrauterina € uma importante rota de

infeccdo dentro da cadeia epidemiolégica da PTB no sistema de producédo de bubalinos.
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Legenda das figuras

Fig. 1- Paratuberculosis in a buffalo. A. Buffalo cow with a body condition score of 2 and
submandibular edema. B. Presence of acid-alcohol resistant bacilli in a buffalo cow

stool smear subjected to Ziehl-Neelsen staining.



Figuras

Fig.1-AeB.
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6. CONCLUSAO GERAL

A andlise da bidpsia retal pode ser empregada para auxiliar no diagnéstico ante
mortem em bufalos de rebanhos com suspeita de paratuberculose; pela mesma foi possivel
detectar animais positivos através da coloracdo de ZN e gPCR. Os resultados obtidos podem
ser utilizados no controle da enfermidade para selecionar e eliminar animais positivos do
rebanho, diminuindo gradualmente, a disseminagdo do agente no ambiente, e a consequente
contaminacgéo de outros animais

Baseado nos achados clinico-patolégicos e nas dosagens de minerais realizadas no
figado dos bufalos deste estudo, conclui-se que a paratuberculose pode induzir quadros de
deficiéncia mineral ou agravar quadros de subdeficiéncia, com consequente piora do quadro
clinico da doenca nos animais.

A presenca de Map em bubalinos ocorre em diferentes orgdos e tecidos, inclusive no
sistema reprodutivo e a transmissdo intrauterina pode ser uma importante rota de infecgédo

dentro da cadeia epidemiologica da PTB no sistema de producéo de bubalinos.



