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RESUMO

UBIALI, Daniel Guimardes. Estudo Epidemiol6gico, Clinico e Patolégico da
Paratuberculose em Bufalos na Regido Nordeste do Brasil. 2015. 45f. Tese (Doutorado em
Medicina Veterinaria, Patologia Animal). Setor de Anatomia Patoldgica, Departamento de
Epidemiologia e Sadde Publica, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

Com o objetivo de identificar focos e estudar a epidemiologia e o diagnostico da
paratuberculose em bufalos na regido Nordeste do Brasil foram realizadas visitas e ou
examinados material provenientes de 34 propriedades com suspeita clinica da doenca.
Obtivemos material biolégico de sete estados da regido Nordeste do Brasil (Maranhdo, Cear3,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Bahia). Dos rebanhos foi obtido o historico, realizou-se
avaliacdo clinica e inspec¢do das instalacfes e pastagens. Para a confirmacdo do diagndstico foi
coletado material para exames laboratoriais em 26 propriedades ou criacfes de bufalos, entre
estes, dois matadouros e um quarentenario. Foram rebanhos cujo somatérios de bufalos era de
aproximadamente 15.600 bufalos, das racas Murrah, Mediterraneo, Jafarabadi e seus mesticos,
com aptidao para corte, leite ou mista, em propriedades com regimes semi-intensivo, extensivo
ou extrativista. Foram realizadas 22 necropsias e coleta de material para exames
histopatolégicos e imuno-histoquimicos, além de coloracéo de Ziehl-Neelsen em esfregacos de
fezes, raspados de mucosa intestinal e fragmentos de linfonodo mesentérico e de intestino que
apresentavam lesdes sugestivas da doenca. Para a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foram utilizadas amostras de fezes, leite, linfonodos mesentéricos e intestinos. Estes
exames permitiram identificar oito focos de paratuberculose, o que nos permite inferir que a
doenca esta se dispersando na regido Nordeste do Brasil a exemplo do que esta acontecendo
em outras regides do pais com o rebanho bovino. O desconhecimento da doenga, 0 manejo
inadequado, o comércio ndo regulamentado de bufalos e a falta de um programa de controle
voltado para a realidade da regido facilitam a dispersao do agente e sdo fatores que contribuem
para 0 aumento do nimero de focos no pais. Os resultados desta pesquisa contribuem com a
epidemiologia e o diagndstico da doenca em bufalos e auxilia na compreensdo dos fatores que
colaboram para a ocorréncia crescente do nimero de casos desta doenca.

Palavras-chave: Ruminantes. Doenca de Johne. Patologia Veterinaria. Diagndstico
Molecular. Diagnostico Imuno-histoquimico.
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ABSTRACT

UBIALI, Daniel Guimardes. Diagnosis of paratuberculosis in buffaloes in northeastern
Brazil. 2015. 52f. Tese (Doctor Science in Veterinary Medicine, Animal Pathology). Setor de
Anatomia Patoldgica, Departamento de Epidemiologia e Saude Publica, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

For investigation of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis infection 34
buffaloes properties or ranches in Northeastern Brazil were visited for paratuberculosis
diagnosis. Investigations included herd evaluations, inspection of facilities and pastures,
obtainment of flock history, clinical examination of suspicious animals and collecting samples
for diagnosis. Samples were obtained from 26 farms or ranches, including two slaughterhouses
and a quarantine area in six states. Approximately 15,600 buffalos, including males and
females of the Murrah, Mediterranean and Jafarabadi breeds as well as their crossbreeds, were
evaluated for meat, dairy and mixed properties with semi-intensive or extensive regimes. For
diagnostic purposes, necropsies, histopathological and immunohistochemical exams and Ziehl-
Neelsen tests of fecal smears and scraped intestinal mucosa were performed. Polymerase chain
reaction (PCR) methods were applied to samples of feces, milk, mesenteric nodes and
intestines. This exams allowed us to identify eigth new Johne’s disease outbreaks, which,
together with those previously identified by our staff, allow us to infer that the disease is being
dispersed in the Brazilian Northeast, similar to what is occurring with bovine herds in other
areas of the country. The increase in the number of positive farms is a consequence of the
ignorance of farmers, inadequate health management, free trade of ruminants and lack of a
official control program in the country. This study alerts for risk of commercialization of dairy
products for human consumption, reinforces the importance of research on paratuberculosis in
Brazil and contributes to the understanding of the factors that work together to increase the
number of paratuberculosis cases in the Brazilian Northeast.

Key words: Ruminants. Johne’s Disease. Veterinary Pathology. Molecular Diagnosis.
Immunohistochemistry.
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(A-D) Criacao de bufalos na sub-regido de Sacod, Baixada Maranhense
evidenciando instalagdes simples em area urbana do municipio de Viana
as margens do lago de Viana.

(A) Propriedade em Cajari onde observou-se habito frequente de bdfalos
permanecendo aglomerados por longos periodos em areas alagadas. (B)
Sub-regido do Mocoroca, Baixada Maranhense, municipio de Cajari, onde
bafalos de diversos proprietarios sdo criados coletivamente. (C,D)
Instalagbes precérias de criacdo de bufalos na sub-regido de Sacoa,
Baixada Maranhense no municipio de Viana.

(A) Bezerro bufalo com pelagem suja de fezes devido a diarreia de vaca
bufala. (B) Vaca bufala com fezes diarreicas na pele dos membros pélvicos
e cauda. (C) Fezes diarreicas e espumosas de vaca bufala com
paratuberculose. (D) Fezes diarreicas, verde escura e pastosa de vaca
bafala com paratuberculose.

(A,B,D) Emagrecimento acentuado. (C) Edema submandibular. (E) Vaca
bufala apresentando diarreia. (F) Vaca bufala com fezes diarreicas verde
escura na pele.

(A) Superficie de corte de linfonodos mesentéricos aumentados e vasos
linfaticos acentuadamente evidentes na serosa intestinal (setas). (B) Serosa
da porcao final do ileo com vasos linfaticos evidentes (setas) (a estrela
indica o ceco). (C,D) Porgé&o final do ileo com mucosa espessada formando
grossas pregas longitudinais. (E) Linfonodo mesentérico com exsudato de
aspecto leitoso. (F) Linfonodos mesentéricos aumentados, evidenciados
através da superficie de corte.

(A) Enterite ganulomatomatosa com grande quantidade de macrofagos
epitelioides causando espessamento de vilosidade. HE, obj.20x. (B,D)
Enterite ganulomatomatosa com grande quantidade de macrofagos
epitelioides ocupando espaco entre as glandulas intestinais. HE, obj.20x.
(C,E) Grande quantidade de células gigantes multinucleadas, tipo
Langhans na mucosa intestinal. HE, obj.40x e obj.63x. (F) Vaso linfatico
obstruido por infiltrado inflamatorio linfocitico na submucosa intestinal.
HE, obj.20x.

(A-D) Linfadenite granulomatosa com grande quantidade de macrofagos
epitelioides e células gigantes multinucleadas distorcendo arquitetura
tecidual dos linfonodos. HE, 0bj.20x (C, 0bj.40x).

(A) Grande quantidade de bacilos alcool-acido resistentes na mucosa do
ileo. Ziehl-Neelsen, obj.40x. (B) Linfonodo mesentérico com grande
quantidade de bacilos alcool-acido resistentes. Ziehl-Neelsen, obj.20x.
(A) Citopatologia de fezes com bacilos alcool-acido resistentes. Ziehl-
Neelsen, obj.100x. (B) Citopatologia de raspado de ileo com bacilos
alcool-acido resistentes. Ziehl-Neelsen, obj.40x.

(A-D) ileo com imunomarcacdo no interior de macréfagos e ou células
gigantes multinucleadas (setas). Anticorpo primario monoclonal anti
Mycobacterium avium, complexo avidina-biotina-peroxidase/DAB, (A,C
0bj.20x), (B,D 0bj.40x).

Quantidade de propriedades visitadas por estado para o estudo da
paratuberculose em bdfalos na regido Nordeste, Brasil.
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Mapa 2

Quantidade de propriedades positivas por estado para paratuberculose em 18
bufalos na regido Nordeste, Brasil.
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1 INTRODUCAO

A paratuberculose ou doencga de Johne foi documentada pela primeira vez em bovinos
no Brasil, no estado do Rio de Janeiro (DUPONT, 1915). Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (Map) é o agente etioldgico que produz uma enterite granulomatosa crénica
em ruminantes. Ha registros dessa enfermidade em 12 estados do pais em bufalos, bovinos,
ovinos e caprinos (YAMASAKI et al., 2013b).

Apobs diversas publicacdes sobre o tema, a doenca ainda é pouco conhecida pelos
produtores rurais no Brasil (YAMASAKI et al., 2013b). As condutas relacionadas ao manejo
desta enfermidade sdo inapropriadas e 0s prejuizos econdmicos associados a presenca e
manutengdo de rebanhos infectados com Map no pais estdo, provavelmente, subestimados.
Pouco se conhece sobre a paratuberculose em bufalos no pais, especialmente nas regides
Nordeste e Norte do Brasil (BRITO et al., 2014). Muito embora os bdfalos tenham sido
considerados menos suscetiveis a infeccdo pelo Map em relagédo aos bovinos (SIVAKUMAR
et al., 2006), a doenga ja foi relatada nesta espécie nos estados de Pernambuco (MOTA et al.,
2010), Maranhdo (BARBOSA et al., 2010) e Rio Grande do Sul (DALTO et al., 2012). A
doenca em bufalos também foi diagnosticada em paises como india (SIVAKUMAR et al.,
2006; RAUT et al., 2003) e Italia (LILLINI et al., 1999).

As perdas econdmicas causadas pela paratuberculose sdo significativas quando
associadas ao longo periodo de emagrecimento e queda na produtividade dos animais. Essas
perdas ocorrem, principalmente em rebanhos leiteiros e estdo relacionadas a diminuicdo da
producdo de leite, do ganho de peso, da baixa eficiéncia reprodutiva, ao abate prematuro e a
reducdo do valor da carcaca ao abate (HENDRICK et al., 2005); a doenca é considerada uma
potencial ameaca a industria animal devido a sua natureza insidiosa (OIE, 2015).

Devido ao incremento no nimero de casos da doenca em bovinos no Brasil é importante
intensificar os estudos epidemioldgicos nas regides Nordeste e Norte, onde 0 nimero de
bubalinos é significativo e tem alcan¢cado um mercado consumidor cada vez mais atraente. O
Brasil possui um rebanho de bufalos estimado em torno de 1.150.000 bubalinos, sendo a regido
Norte, com 720 mil animais, a maior produtora do Pais, com destaque para o Para, que responde
por 39% do rebanho nacional. Em seguida aparece o Nordeste com 135.000 cabecas (BRASIL,
2016).

A possibilidade de se identificar animais doentes e portadores da doenca pode contribuir
para reduzir os prejuizos econdmicos. O objetivo desse estudo € identificar novos focos de
paratuberculose clinica em bufalos, em diferentes localidades da regido Nordeste do Brasil.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Agente etiologico

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) € um bacilo &lcool-acido
resistente, ndo movel, mede aproximadamente 1-2x0,5um, pertencente a familia
Mycobacteriaceae. E um Gram-positivo, intracelular e possui parede celular espessa, composta
principalmente por lipideos, o que lhe confere alta resisténcia a processos fisicos como
pasteurizacao e quimicos como cloracdo da agua (TIMMS et al., 2011; BANNANTINE et al.,
2003).

O Map é encontrado tanto nas fezes quanto nos tecidos do hospedeiro como bacilos
isolados, em pequenos agrupamentos ou em forma de rosetas, caracteristicas que facilitam sua
identificacdo. Os bacilos se mantém aproximados por uma rede de filamentos intercelulares. O
isolamento de Map pode ser feito a partir de fezes ou tecidos do hospedeiro. Os meios de cultivo
comumente utilizados sdo Herrold egg yolk médium (HEYM), meio de Dubbos modificado,
Middlebrook e Lowenstein-Jensen acrescidos de micobactina (OIE, 2015; BUERGELT et al.,
2004).

2.2 Epidemiologia

S&o altamente susceptiveis a infeccdo pelo Map bovinos, ovinos, caprinos, diversas
espécies de artiodactilos (mamiferos ungulados com numero par de dedos nas patas) de
cativeiro e ruminantes de vida livre como veado da cauda branca (Odocoileus virginianus),
alce (Cervus elaphus), ovinos selvagens (Ovis canadensis), cabras da montanha rochosa
(Oreamnos americanus) e bisdo da América do Norte (Bison bison) (BUERGELT et al., 2004).
Descri¢bes de infeccdo pelo Map em bufalos sdo recentes no Brasil (MOTA et al., 2010;
BARBOSA et al., 2010; DALTO et al., 2012; BELO-REIS et al., 2015) e também em outros
paises como na india (RAUT et al., 2003; SIVAKUMAR et al., 2006) e Italia (LILLINI et al.,
1999).

Sé&o suscetiveis também a infeccdo pelo Map certas espécies de ndo-ruminantes como
primata ndo-humano (Macaca arctiloides) e coelhos selvagens da Escdcia. A partir desse
conceito de infeccdo pelo Map, é possivel inferir que espécies de ndo ruminantes tém potencial
de dispersar o Map pelo ambiente e transmitir a doenca a hospedeiros suscetiveis (BUERGELT
et al., 2004). Em humanos, pode ocorrer enterite granulomatosa e possiveis associacdes de
infeccdes pelo Map com doencas humanas tém sido descritas (ATREYAA et al., 2014).

2.2.1 Situacéo no Brasil

Ruminantes de criacOes leiteiras sdo as mais afetadas, pois o confinamento oferece
condicdes para a propagacdo da infeccdo entre os individuos (NIELSEN & TOFT, 2008). No
Brasil, as informacGes epidemioldgicas ndo estdo detalhadamente apresentadas. Os relatos de
paratuberculose em bovinos leiteiros sdo relatados na regido Nordeste, nos estados de
Pernambuco (MOTA et al., 2007) e Paraiba (OLIVEIRA et al., 2008; MOTA et al., 2009); na
regido Sudeste nos estados do Rio de Janeiro (DUPONT, 1915; DACORSO-FILHO, et al.,
1960, YAMASAKI et al., 2010), Sdo Paulo (FONSECA et al., 2000) e Minas Gerais
(CARVALHO, 2008); na regido Sul, em Santa Catarina (PORTUGAL et al., 1979), Rio
Grande do Sul (DRIEMEIER et al., 1999); na regido centro-Oeste, nos estados de Mato Grosso
do Sul (RIVERA, 1996) e Goias (ACYPRESTE et al., 2005) e na regido Norte, no estado do
Para (SILVA, 2005).



, Apesar de os bufalos serem considerados menos susceptiveis a infeccao pelo Map em
relagdo aos bovinos (SIVAKUMAR et al., 2006), foram relatados, até o momento, casos
clinicos de paratuberculose em duas regiGes do Brasil.O primeiro caso foi descrito na regido
Nordeste, estado de Pernambuco por Mota et al., (2010), por Barbosa et al., (2010) no estado
de Maranhdo, e Dalto et al., (2012) relataram um caso clinico patoldgico de um rebanho
bubalino infectado por Map na regido Sul, no estado do Rio Grande do Sul. Paratuberculose
em pequenos ruminantes no pais, foi descrita no estado de Sao Paulo (JACINTHO et al., 2009)
e no estado da Paraiba em caprinos e ovinos (OLIVEIRA et al., 2010; MEDEIROS et al.,
2012a).

A principal via de infeccdo é a oro-fecal nos primeiros meses de vida do animal, no
momento da ingestdo de colostro ou leite e quando entram em contato com o Ubere
contaminado com fezes contendo a micobactéria (BEGG & WHITTINGTON, 2008). No
Brasil, Dalto et al., (2012) relataram que bezerros do rebanho de bubalinos estudado, eram
criados no sistema de aleitamento natural diretamente do Ubere e varios bezerros mamavam
coletivamente nas fémeas lactantes; esta condicdo pode favorecer os indices de soropositivos
no rebanho. Existem também, evidéncias de infeccdo intrauterina de bovinos, ovinos e bafalos
em estagio avancado da doenca, quando a fémea gestante é portadora de grande quantidade de
microrganismos e a anergia permite a migracdo de macrofagos infectados para outros 6rgaos
através do sistema linfatico (WHITTINGTON & WINDSOR, 2009; BARBOSA, 2015). Silva
(1961) relatou presengca de BAARs em baco de feto, cuja mée apresentava sinais clinicos da
enfermidade (PITHUA et al., 2011). A deteccdo de BAARs em feto de bufalo tambem foi
observada em vaca bufala com sinais de paratuberculose (BELO-REIS et al., 2016).

A cronicidade e a prolongada transicdo entre os estagios da infeccdo, dificultam a
deteccdo de todos os animais infectados no rebanho. A prevaléncia é muito variavel entre os
paises, de acordo com a metodologia utilizada (isolamento bacteriano, sorologia, técnicas de
biologia molecular) e o tipo de amostra analisada. Estima-se que cerca de 30 a 50% do rebanho
mundial esta infectado (BEHR & COLLINS, 2010). Em um rebanho bovino infectado, em
média, 10% dos animais desenvolvem a doenca, 0 restante, em sua maioria, elimina o agente
atraves das fezes, sem apresentar os sinais clinicos ao longo de sua vida. A manifestacéo clinica
pode estar relacionada a diversos fatores, tais como, ingestao de diferentes doses infectantes de
Map, susceptibilidade individual a infeccdo e idade em que o animal teve o primeiro contato
com o Map (NIELSEN & TOFT, 2008). Em um rebanho positivo, geralmente a mortalidade é
menor que 1% ao ano e estima-se que até 70% dos animais podem estar infectados (TIMMS et
al., 2011). Animais com diarreia eliminam maior quantidade de Map em comparacdo com
individuos assintomaticos, que pode ocorrer em qualquer fase da infeccdo, além disso, a
bactéria é raramente detectada antes dos dois anos de idade (CLARKE, 1997; BEHR &
COLLINS, 2010; TIMMS et al., 2011).

A transmissdo para animais adultos € considerada incomum. A resisténcia dos adultos
a enfermidade é atribuida a maturidade do sistema imunoldgico (BUERGELT et al., 2004). No
entanto a doenca foi reproduzida experimentalmente em individuos adultos através da
administracao de diferentes doses de Map (CLARKE et al., 2010; 2011). Em contrapartida,
considera-se que os individuos adultos sejam os mais responsaveis pela disseminacdo dos
BAARs ao ambiente (BUERGELT et al. 2004), entretanto pesquisas recentes revelaram que
0s bezerros também contribuem para disseminar bacilos através das fezes (WOLF et al., 2015).

A possibilidade de infeccdo entre as espécies também foi constatada experimentalmente
(POESTER & RAMOS, 1994) respectivamente, em ovinos e caprinos, 0s quais desenvolveram
a patologia apds administracdo via oral, de emulséo de intestino e linfonodo mesentérico de
bovino com paratuberculose clinica. No entanto, estudos comparativos revelaram que isolados
de Map de ovinos e de bovinos possuem caracteristicas moleculares diferentes achado
apresenta uma implicacéo epidemioldgica importante nas propriedades em que as duas espécies



sdo criadas na mesma pastagem e, portanto, a infecgdo entre ovinos e bovinos pode ser bem
menos frequente (DOUARRE et al., 2012). A identificacdo de diferentes cepas de
microrganismos € uma ferramenta valiosa em investigacfes epidemiolégicas (KAUR et al.
2011), e possibilita determinar, por exemplo, a fonte de infeccdo, os fatores de risco que
influenciam na transmissdo do patdgeno, se a infeccéo é resultado da introducao de um animal
proveniente de outro rebanho ou se esta associada ao contato com o ambiente contaminado da
propriedade. Isto facilita a avaliagdo de programas de controle regionais e adocdo de medidas
sanitarias estratégicas, direcionado para cada rebanho. O entendimento da diversidade
gendmica entre as cepas de Map também pode fornecer “insights” na compreensdo dos
mecanismos de especificidade de hospedeiro em associacdo com gen6tipos especificos, tanto
nos casos clinicos quanto nos subclinicos (MOTIWALA et al., 2006).

2.3 Patogénese

A maioria dos ruminantes se infectam oralmente durante a fase jovem (BUERGELT et
al., 2004), no entanto a fase de infec¢do no Utero é muito importante em bovinos (CLARKE et
al., 1997) e provavelmente representa uma importante fase de transmissao para bufalos (BELO-
REIS et al., 2016).

Apos a infecgdo pela via oral o Map se desloca no trato gastrointestinal, em diregéo as
células M no ileo. Essas células séo epiteliais da mucosa e especializadas em fagocitose, as
quais representam uma via importante de transporte de macromoléculas e antigenos para o
tecido linfoide intestinal. As bactérias sdo entdo transportadas aos macrofagos na lamina
propria e na submucosa. Em seguida os macrofagos realizam fagocitose dos bacilos que séo
exocitados das células M e apresentam os antigenos aos linfécitos ao tecido linfoide associado
ao intestino, o qual sensibiliza o sistema imune intestinal a presenca da bactéria. O transporte
de Map por células M representa uma importante via na fase inicial da infeccdo e permite que
o0 bacilo chegue aos macrofagos situados abaixo da camada mucosa. A localizacdo das placas
de Peyer no ileo pode explicar o motivo das les6es serem usualmente localizadas nesta porcao
intestinal (CLARKE et al., 1997; BUERGELT et al., 2004).

Na fase de fagocitose, o patdégeno dentro de macrdéfagos persiste e se multiplica no
interior do fagossomo, com capacidade de se manter no ambiente intracelular devido a
habilidade da micobactéria em bloquear a fusdo do fagossomo com o lisossomo (ROHDE et
al., 2007).

A tentativa dos macrdéfagos em conter, sem sucesso, a multiplicacdo intracelular dos
bacilos, resulta na liberacdo de fatores solGveis e fazem quimiotaxia para novas células
inflamatdrias chegarem ao local. O efeito da invaséo tecidual pelos bacilos é a multiplicacdo
dos macrofagos e enterite granulomatosa nos segmentos mediano e distal do intestino delgado.
O Map ndo causa danos as células intestinais, porém a inflamacdo ocorre e células gigantes se
formam como parte da reacédo de hipersensibilidade tardia, e o resultado é o espessamento do
tecido intestinal pelo acumulo das células inflamatorias que compromete a absorcdo de
nutrientes, a vascularizacdo e a drenagem linfatica (COUSSENS et al., 2010).

Na paratuberculose ha periodos de flutuagdes da imunidade celular ou periodos em que
ocorre resposta humoral quando o hospedeiro perde resisténcia frente ao agente. A doenca é o
reflexo da reacdo imune do hospedeiro e, durante o curso da infeccéo, ha periodos de remissédo
e exacerbacdo da atividade imunologica (STABEL, 2010).

A imunidade especifica contra micobactérias é essencialmente mediada por células; os
anticorpos possuem eficdcia limitada contra estes agentes e a sua destruicdo esta
principalmente relacionada a mecanismos intracelulares de eliminacéo através de macrofagos
infectados. As respostas imunoldgicas ndo sdo bem conhecidas; no inicio da infeccdo hd uma
resposta celular e apds a progressdo da infeccdo, j& na fase clinica observa-se uma resposta



humoral, desencadeada pela libera¢do de bacilos presentes no citoplasma de macrofagos que
se rompem (COUSSENS et al., 2004).

A imaturidade dos macr6fagos em animais jovens pode ser uma das causas da
susceptibilidade a infeccdo dos animais jovens (MOMOTANI et al., 1988). Assume-se que
geralmente os bezerros raramente eliminam Map das fezes e a transmisséo bezerro para bezerro
tem importancia menor. No entanto um estudo com bezerros no Canadé evidenciou que ha
excre¢do de Map pelas fezes de bezerros, fortalecendo a hipdtese de transmissédo do bacilo
pelos bezerros em fazendas de bovinocultura de leite (WOLF et al., 2015).

J& na fase terminal, ocorre o processo denominado, anergia, que permite que
macréfagos infectados alcancem a corrente circulatoria, provoque bacteremia e disseminacgao
do microrganismo para o figado, rins, pulmdes, trato reprodutor e Ubere (CLARKE 1997,
COUSSENS et al., 2010). Neste estagio, ndo € possivel detectar nem a imunidade celular nem
a imunidade humoral (STABEL, 2010).

A dindmica de infeccdo pelo Map foi estudada sistematicamente através de dados
longitudinais de trés fazendas nos EUA durante aproximadamente 10 anos. Observou-se alta
prevaléncia de infeccdo pelo Map devido ao elevado tempo de permanéncia das vacas nas
propriedades. Observaram-se dois padrdes distintos de dinamica de infeccdo denominados
progressivo e nao-progressivo. O primeiro foi caracterizado por eliminacdo progressiva e
continua de bacilos e uma resposta imune humoral nitida. A paratuberculose ndo-progressiva
foi caracterizada por pequena e intermitente eliminagdo de bacilos e uma resposta humoral
considerada ausente (SCHUKKEN et al., 2015). As respostas imunologicas acerca da
paratuberculose ndo sdo bem conhecidas (STABEL, 2010), portanto dados longitudinais e
continuos, obtidos com critérios rigorosos e durante longo periodo sdo essenciais para o
entendimento da patobiologia e da epidemiologia da infeccdo pelo Map em rebanhos
(SCHUKKEN et al., 2015).

2.4 Sinais Clinicos

2.4.1 Bovinos e bufalos

A apresentacdo clinica tipica da paratuberculose ocorre em animais acima de dois anos
de idade; a partir desta idade progride para a fase terminal e resulta em morte do animal. Os
sinais clinicos sdo caracterizados por emagrecimento, apetite normal ou aumentado,
desidratacdo, diarreia intermitente, profusa, homogénea, semifluida ou liquida, ndo responsiva
a tratamentos e que, progressivamente, torna-se continua e a eliminacéo das fezes ocorre sob
forma de jato (CLARKE, 1997; BEHR & COLLINS, 2010). Este quadro foi observado em
bafalos (BARBOSA et al., 2010, DALTO et al., 2012) e bovinos em diversas regifes do Brasil
(DACORSO-FILHO et al., 1960; PORTUGAL et al., 1979; DRIEMEIER et al., 1999;
RISTOW et al., 2006; MOTA et al., 2007; CARVALHO, 2008; OLIVEIRA et al., 2008;
YAMASAKI et al., 2010; FISS et al., 2015).

O infiltrado de células inflamatorias na mucosa e submucosa intestinal, desencadeia
uma sindrome de méa absorcao, o que diminui a assimilacdo de nutrientes, reduz a eficiéncia
produtiva e induz a perda de peso. Normalmente, a manifestacdo clinica da paratuberculose
esta associada com eventos de estresse como partos, deficiéncia nutricional e producéo de leite
elevada (CLARKE, 1997). Doencas intercorrentes como tuberculose foram relatadas
(DRIEMEIER et al., 1999), ou outras enfermidades como mastite e problemas reprodutivos
(MOTA et al., 2010; YAMASAKI et al., 2010; DALTO et al., 2012).



2.4.2 Ovinos e caprinos

Os sinais clinicos em pequenos ruminantes sao inespecificos. Geralmente expressos por
emagrecimento progressivo, emaciacdo nos estagios adiantados da infeccéo e fezes pastosas.
Em geral ndo hé diarreia (CLARKE, 1997; UZAL et al., 2016). Jacintho et al., (2009) relataram
um caprino com paratuberculose no estado de Sao Paulo, que apresentou emagrecimento lento,
fezes amolecidas, tosse e dificuldade respiratoria. Oliveira et al., (2010) relataram
paratuberculose em caprinos com dispneia, tosse, caquexia, desidratagdo, edema
submandibular, arritmia cardiaca, &reas de alopecia com formacdo de crostas, pelos asperos e
quebradicos e, inclusive, apetite exacerbado em um caprino infectado com Map, no estado da
Paraiba. Os autores relataram que um ovino com paratuberculose apresentou quadro de
caquexia, fezes pastosas, areas de alopecia bilateral na regido toracolombar, alteracdes estas
que se manifestaram apds o parto. Em geral o diagndstico de paratuberculose em ovinos e
caprinos ndo é simples para ser estabelecido (CLARKE, 1997; UZAL et al., 2016).

2.5 Patologia
2.5.1 Macroscopia

Bovinos e bafalos. Observam-se lesdes macroscopicas apenas na fase adiantada da
infeccdo. A necropsia sdo vistos os vasos linfaticos subserosos intestinais dilatados,
esbranquicados e com aspecto varicoso, que podem se estender até o mesentério. A linfangite
é um achado importante para o diagnostico da paratuberculose a necropsia (UZAL et al., 2016).
Nos casos mais graves as lesdes se estendem desde o duodeno até o reto e caracterizam-se por
espessamento da parede intestinal, em que a serosa adquire aspecto anelado ou com formacéo
de rugas e pregas transversais na mucosa, e aspecto microgranular com areas de hiperemia e
areas esbranquicadas em sua superficie. Os linfonodos mesentéricos encontram-se edematosos,
aumentados de tamanho e ao corte protrai deixando fluir liquido seroso a leitoso (CLARKE,
1997; UZAL et al. 2016). As lesdes macroscopicas descritas foram observadas por diversos
autores em bovinos (DACORSO-FILHO, et al., 1960, PORTUGAL et al., 1979; DRIEMEIER
et al., 1999; CUNHA et al., 2003; RISTOW et al., 2006; MOTA et al., 2007; OLIVEIRA et
al., 2008; MOTA et al., 2009; YAMASAKI et al., 2010; FISS et al., 2015) e bubalinos
(BARBOSA et al., 2010; MOTA et al., 2010; DALTO et al., 2012; BELO-REIS et al., 2015).
Adicionalmente, alguns autores observaram mineralizacdo das grandes artérias com a intima
dos vasos enrugada, esbranquicada e com aspecto opaco; essas lesdes foram confirmadas ao
exame histopatolégico em bovinos (DRIEMEIER et al.,, 1999; CUNHA et al., 2003,
YAMASAKI et al., 2010) e também em bubalinos (DALTO et al. 2012).

Ovinos e caprinos. Nos pequenos ruminantes as lesdes macroscdpicas ocorrem com
menor intensidade em relacdo aos bovinos e nem sempre estdo visiveis. Em alguns casos pode-
se observar parede intestinal espessada e enrugada, mucosa intestinal com aspecto granular,
sem ulceracOes e aumento dos linfonodos mesentéricos (CLARKE, 1997; UZAL et al., 2016).
No entanto, Oliveira et al. (2010) relataram que ovinos infectados na regido Nordeste do Brasil,
apresentaram Ulceras multifocais na mucosa de intestino delgado e célon. Clarke (1997) relatou
gue pequenos ruminantes com sinais clinicos severos de paratuberculose podem nédo apresentar
alteracdes macroscopicas, o que foi constatado por Jacintho et al., (2009) e Oliveira et al.,
(2010). Uma lesdo particular é a coloracdo laranja-amarelada observada na mucosa do intestino
de pequenos ruminantes infectados, causada por cepas pigmentadas de Map (CLARKE &
LITTLE, 1996; SEVILLA et al., 2007; BEHR & COLLINS, 2010), o que foi igualmente
relatado por Oliveira et al. (2010), que observaram mucosa intestinal e linfonodo mesentérico
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com pigmentacdo de coloracdo amarelo-marrom em ovino com sinais clinicos de
paratuberculose.

2.5.2 Histopatologia

Bovinos e buafalos. H& duas classificagdes histopatoldgicas da paratuberculose: forma
tuberculoide ou “paucibacillary”, na qual o infiltrado inflamatério, principalmente na mucosa
e submucosa do intestino delgado, é composto de linfocitos e alguns macréfagos contendo
poucas micobactérias, que esta relacionada a marcada resposta imune celular e corresponde ao
inicio ou a fase latente da infeccdo. A outra forma é denominada lepromatosa ou
“multibacillary” e caracteriza-se por infiltracdo granulomatosa com formacdo de células
gigantes de Langhans, que contém inimeros BAARS na mucosa e submucosa do intestino
delgado e grosso, e esta associada & forte resposta humoral (PEREZ et al., 1996; CLARKE,
1997; CORPA et al., 2000). As vilosidades apresentam-se espessadas e atrofiadas dependendo
do estagio da infeccdo. Ha proliferacdo fibroblastica ao redor dos plexos nervosos,
linfangiectasia e linfangite granulomatosa na subserosa. Os linfonodos mesentéricos também
apresentam lesdes granulomatosas, na zona cortical, paracortical e medular, e presenca de
BAARs. A forma “multibacillary” foi descrita por varios autores brasileiros em bovinos
(DACORSO-FILHO et al.,, 1960; PORTUGAL et al., 1979; DRIEMEIER et al., 1999;
CUNHA et al., 2003, RISTOW et al. 2006; MOTA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2008; MOTA
et al., 2009; BARBOSA et al., 2010; YAMASAKI et al., 2010) e em bubalinos (MOTA et al.,
2010; BARBOSA et al., 2010; DALTO et al. 2012), nas regides Sudeste, Sul e Nordeste do
pais. Presenca de granulomas no paréngquima hepatico também foram descritos tanto nos
bovinos (DRIEMEIER et al., 1999; CUNHA et al., 2003; YAMASAKI et al., 2010) como nos
bubalinos (DALTO et al., 2012).

Ovinos e Caprinos. Em pequenos ruminantes, ha infiltracdo inflamatoria por linfécitos
na lamina propria da mucosa intestinal e as lesdes séo consistentes com a forma tuberculoide
da infeccdo (KRUZE et al., 2006). Oliveira et al., (2010) observaram infiltracdo inflamatoria,
predominantemente por macréfagos e poucos linfécitos e plasmocitos em caprinos e ovinos
com sinais clinicos da paratuberculose, no entanto, outros individuos destas mesmas espécies,
sem a manifestacdo clinica, apresentaram infiltracdo predominantemente linfocitica.
Adicionalmente, Jacintho et al., (2009) observaram area focal de necrose na submucosa
intestinal, associado ao infiltrado supurativo e granulomatoso.

A classificacdo das lesdes histologicas da paratuberculose clinica e subclinica em
ovinos desenvolvido por Pérez et al., (1996) foi utilizada por Oliveira et al., (2010) em um
caprino e um ovino com a forma clinica da enfermidade, que apresentou lesdo multibacilar
difusa (CORPA et al., 2000) e lesdo lepromatosa (PEREZ et al., 1996), respectivamente. Na
classificacdo proposta por Pérez et al., (1996) observam-se acentuada lesdo macroscopica e
histoldgica, similares as descri¢bes dos casos clinicos de outros autores (CLARKE & LITTLE,
1996; KHEIRANDISH et al., 2008); ha numerosos macrofagos e poucas células gigantes
distribuidas difusamente na lamina prépria e submucosa intestinal, fusdo dos vilos e
espessamento do intestino. Podem ser observados BAARs nos macréfagos da lamina prépria,
e em menor quantidade nos tecidos linfoides do intestino e linfonodos. Oliveira et al., (2010)
relatam ainda, que outros individuos, com a forma subclinica, apresentaram enterite linfocitica
difusa (PEREZ et al., 1996; CORPA et al., 2000).



2.6. Diagnostico
2.6.1 Cultivo bacteriano

O Map é uma bactéria que apresenta crescimento lento; sob condi¢des 6timas, séo
necessarias, aproximadamente, 16 semanas para se formarem col6nias visiveis (OIE, 2015). O
sucesso do isolamento depende de fatores como a composi¢do do meio de cultura, a natureza
da amostra clinica (sangue, fezes, leite, tecidos), o uso ou ndao de um protocolo de
descontaminacdo, o estagio (recente ou avancado) e a forma (clinica ou subclinica) da infeccdo
(TIMMS et al., 2011). Apesar de o cultivo bacteriano ser considerado pela OIE, o teste “gold
standard”, a sensibilidade varia entre 50% ¢ 70% quando o isolamento é feito a partir de
amostras fecais de bovinos (STABEL, 1997; COLLINS et al., 2006; TIMMS et al., 2011).
Desta forma, as taxas de prevaléncia podem estar subestimadas quando determinadas por esta
técnica. Os meios de cultivo comumente utilizados para o isolamento de Map sdo Herrold egg
yolk medium (HEYM), meio de Dubbos modificado, Middlebrook e Lowenstein-Jensen
acrescidos de micobactina (KLANIKOVA et al., 2012; OIE, 2015). Mesmo sendo considerado
o teste “gold standard” (OIE, 2015), o cultivo bacteriano tem se mostrado impraticavel para
fins de diagndstico devido principalmente ao seu longo periodo destinado ao crescimento de
Map (BUERGELT et al., 2004).

2.6.2 Diagnostico imunologico

Durante a doenca clinica, ocorre tanto a resposta mediada por células quanto a resposta
humoral contra Map, no entanto, anticorpos, geralmente, estdo ausentes durante as fases
iniciais da infeccdo, 0 que torna necessario o uso de metodologias baseadas na deteccéo da
resposta celular (TIMMS et al., 2011). Existem métodos para a detec¢do da imunidade mediada
por células contra a infeccdo pelo Map: o teste de tuberculina intradérmico, com o uso de jonina
ou PPD aviario, ¢ o teste y-IFN. No teste intradérmico avalia-se a reacao de hipersensibilidade
causada pela resposta imune celular. Este foi o teste mais utilizado no passado para deteccdo
da infeccéo precoce pelo Map (KALIS et al., 2003), no entanto, o seu uso é limitado devido a
inespecificidade. Testes cervicais comparativos (TCC) com PPD (“protein purified
derivative”) de origem mamifera ¢ aviaria revelaram acentuada reagdo edematosa no local de
inoculacdo da PPD aviaria e auséncia de reacdo a PPD mamifera em bovinos (PORTUGAL, et
al., 1979; YAMASAKI et al., 2010) e ovino com paratuberculose (OLIVEIRA et al., 2010).
Porém, os resultados do TCC devem ser interpretados com cautela, pois, a rea¢do a PPD aviaria
estd associada a exposicdo ou infecgbes causadas por diversos agentes do complexo
Mycobacterium (M. bovis, M. avium e Map) e por Nocardia farcinius (LILENBAUM et al.,
2007). A exposicdo a micobatérias sapréfitas presentes no ambiente, também pode sensibilizar
0s animais, resultando em reacdes de hipersensibilidade do tipo tardia inespecifica (SCOTT, et
al., 2010), o que pode dar margem a interpretacGes errdneas, como os falso-negativos.

2.6.3 Sorologia

Durante a fase clinica da doenca ha resposta humoral que pode ser detectada por testes
sorolégicos como: fixacdo de complemento, ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e
imunodifusdo em gel de agar (AGID, Agar gel immunodiffusion) (OIE, 2015), no entanto,
nenhum deles é considerado sensivel o suficiente para detectar a infec¢do subclinica (OIE,
2015). Estudos soroldgicos a nivel internacional demonstraram que entre 7 e 40% dos rebanhos
distribuidos pelos cinco continentes estdo infectados com Map (USDA, 2005). A sensibilidade
do ELISA é altamente dependente do estagio da infeccdo; o teste apresenta alta sensibilidade,
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cerca de 75%, quando a infecgdo esta na fase clinica ou terminal. Em contraste, nos estagios
iniciais ou latentes da infeccédo a sensibilidade é baixa, aproximadamente de 15% (COLLINS
et al., 2006; TIMMS et al., 2011). No Brasil ha dificuldade em se obter laboratérios que
realizam rotineiramente diagndstico soroldgico de paratuberculose.

2.6.4 Imuno-histoquimica

O teste de imuno-histoquimica (IHQ) tem sido utilizado por diversos pesquisadores no
intuito de confirmar a infeccdo por Map, em diagndsticos pds-mortais em ruminantes
(OLIVEIRA et al., 2010; DALTO et al., 2012; MOMOTANI et al., 2012). A IHQ possui
elevada sensibilidade para deteccdo de Map, o que confere boa confiabilidade ao teste,
principalmente em casos contendo poucas bactérias. A presenca do agente infeccioso no tecido
é amplificada e marcada por corante especifico, 0 que minimiza as possibilidades de
diagnostico falso-positivo devido as imunorreac@es inespecificas (WEBSTER et al., 2010). O
exame de imuno-histoquimica pode auxiliar na compreensio da patogénese (KRUGER et al.,
2015). Além disso, Dalto et al., (2012) relataram que a bidpsia retal pode ser mais uma
ferramenta para confirmacdo do diagnéstico de paratuberculose em bufalos; nos fragmentos
analisados pelos autores, haviam BAARs e ao teste de imuno-histoquimica, foram positivos
para deteccdo de Map.

2.6.5 Biologia molecular

Atualmente, testes moleculares baseados na PCR “polymerase chain reaction” e “real
time” PCR tém sido ferramentas importantes na identificagdo de elementos genéticos para
diagnosticar a paratuberculose em ruminantes (CASTELLANOS et al., 2010). A vantagem da
PCR frente a outras técnicas de diagnostico é aumentar consideravelmente a sensibilidade dos
testes para deteccdo de animais com a infeccao subclinica (TIMMS et al., 2011).

Além disso, relatos recentes detectaram que a bidpsia retal pode ser mais uma
ferramenta para confirmacéo do diagnostico de paratuberculose em bufalos; nos fragmentos
analisados pelos autores, haviam BAARs e ao teste de PCR, foram positivos para deteccao de
Map (BELO-REIS et al., 2016).

Uma das principais diferencas entre o Map e outras bactérias do complexo M. avium é
a presenca de 14 a 18 copias do elemento de insercdo 1S900 no genoma do Map (GREEN et
al., 1989); este é o fragmento de DNA mais utilizado para deteccdo da micobactéria através da
PCR (VANSNICK et al., 2004; IMIRZALIOGLU et al., 2011; TIMMS et al., 2011). As
sequéncias de insercdo sdo segmentos de DNA relativamente curtos, capazes de se transpor, de
se inserir de forma aleatéria e ocupar maltiplos locais no genoma de procariotas, e causa
frequentemente, mutacdo de insercdo e rearranjos dos cromossomos (MOTIWALA et al.,
2006). Em certos casos, os fragmentos especificos com localizacdo definida no genoma, podem
ser utilizados em estudos epidemiolégicos como marcador para identificacdo de espécies ou
diferenciacdo entre as cepas de microrganismos (DOMBEK et al., 2000). A presenca de
multiplas copias desta sequéncia no cromossomo do Map eleva a sensibilidade dos testes
quando comparados com testes que utilizam como alvos os fragmentos genéticos Unicos
(IMIRZALIOGLU et al., 2011).

2.7. Diagnostico Diferencial

Deve-se diferenciar a paratuberculose dos ruminantes de outras doengas que causam
diarreia, emagrecimento e inflamacdo granulomatosa. Inclui-se no espectro de enfermidades,
que de alguma forma possa se confundir com a partuberculose, as helmintoses, disenteria de
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inverno, diarreia viral bovina, intoxicagdo crénica por flor, acidose ruminal, intoxicacdo por
polpa citrica, intoxicacdo por Brachiaria spp. e doencas carenciais (deficiéncia de energia,
proteina e minerais como cobre, cobalto e fosforo).

Helmintoses em bubalinos e bovinos adultos é rara e ocorre em situagfes de baixa
imunidade como na deficiéncia de fésforo (TOKARNIA et al., 2010) e na paratuberculose.
Ovinos e caprinos adultos sdo suscetiveis as verminoses e deve-se diferenciar de
paratuberculose, uma vez que ambas causam emagrecimento e diarreia cronica.

Na infeccdo pelo coronavirus ha a chamada disenteria de inverno e afeta bovinos
adultos, no entanto ocorre sob a forma de surtos que perduram por cerca de uma semana
(PAVARINI et al., 2008). Diferente da paratuberculose cujo quadro clinico é crénico.

Na diarreia viral bovina o quadro clinico é associado a anorexia, febre, afeta bovinos
de diversas idades e cursa com alta letalidade e morbidade (UZAL et al., 2016). Na
paratuberculose ha baixa mortalidade e ndo ha sinal de febre associada.

Na intoxicagdo por Fluor ha diarreia intermitente, diminui¢do da producao de carne e/ou
leite e mau estado geral semelhante a paratuberculose, no entanto na fluorose ha lesGes em
0sso0s e dentes associados a claudicacdo e escurecimento de dentes (RIET-CORREA et al.,
1983; TOKARNIA et al., 2010).

As diarreias osmoticas (nédo infecciosas) também podem ser observadas em ruminantes
quando, apds semanas a meses de privacdo de alimento, os animais sdo realimentados,
principalmente apos rapida rebrota de forrageiras; fato comumente observado ap0s secas
prolongadas com restricdo na quantidade de matéria seca de forragem. Isso ocorre devido a
atrofia das papilas ruminais, oriunda da pouca producdo dos AGVs durante o periodo seco
(Malafaia, 2015); nesses casos a doenca € aguda e auto-limitante. Na acidose ruminal ha
diarreia osmotica e aguda por sobrecarga de carboidratos (BROWN et al., 2007), diferente do
carater crénico da paratuberculose.

Nas intoxicac@es por polpa citrica e por ervilhaca (Vicia spp.) ha lesbes granulomatosas
em diversos orgdos como pele, baco, linfonodos e coracdo (BARROS et al., 2001). Na
paratuberculose as lesdes sdo caracterizadas por enterite e linfadenite granulomatosas.

A intoxicacdo por Brachiaria spp. também cursa com presenca de agrupamentos
multifocais de macréfagos espumosos em linfonodos mesentéricos e no figado (DRIEMEIER
et al. 1999), nesses casos, diferentemente da paratuberculose, ndo ha bactérias marcadas pela
histoquimica de ZN e as les6es de pele d&do o aspecto diferencial.

A deficiéncia de cobre condicionada ao excesso de molibdénio cursa também com
emagrecimento e diarreia (TOKARNIA et al.,, 2010). Nesses casos, diferentemente da
paratuberculose, ha descoloracéo de pelos ao redor dos olhos, e ou um aspecto desbotado difuso
da pelagem de alguns animais e a hemossiderose em 6rgéos linfoides (MORAES et al., 1999;
TOKARNIA et al., 2010). Ja nas deficiéncias de cobalto e de fosforo (TOKARNIA et al., 2010)
ha apenas similaridade com a paratuberculose em relacdo ao emagrecimento.

2.8 Controle

Os tratamentos com farmacos quimioterapicos sao ineficientes para ruminantes
afetados pela paratuberculose (BUERGELT et al., 2004). A dificuldade em controlar a doenca
de Johne esta principalmente relacionada em se detectar os animais subclinicos, devido ao
longo periodo de incubacgdo da doenca. Outros fatores que tornam o controle um grande desafio
sdo a eliminacdo constante do agente pelas fezes, 0s numerosos casos subclinicos nos rebanhos,
a baixa sensibilidade dos testes diagndsticos disponiveis e a prolongada resisténcia do Map no
ambiente (BRITO et al., 2014).

No Brasil ndo existem vacinas disponiveis (BRITO et al., 2014), no entanto, em alguns
paises disponibilizam vacinais comercialmente, contudo devem ser usadas sob rigida vigilancia
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(BUERGELT et al., 2004). A vacina atenuada ou inativada, usada em programas de controle
de paratuberculose, causa forte reacdo imune no local da aplicacdo e os animais subclinicos
vacinados permanecem eliminando as bactérias nas fezes. Essas vacinas também provocam
reacdo cruzada e interferem nos testes diagnosticos de tuberculose, tornando-as inviaveis para
uso em programas de erradicacdo. Para a real eficacia, a vacinacdo deve ser associada ao
descarte de animais com sinais clinicos (BRITO et al., 2014).

Mesmo diante da inexisténcia de um programa oficial de prevencdo e controle da
paratuberculose no Brasil, a Organizacdo Mundial de Saide Animal recomenda a adocdo de
boas praticas sanitarias e de manejo de rebanho, tais como:

- Realizar quarentena e realizar os testes diagndsticos disponiveis.

- Em rebanhos afetados, realizar vigilancia continua de animais adultos através de testes
soroldgicos pelo menos semestralmente (por no minimo 5 anos para pequenos ruminantes e 15
anos para bovinos e bubalinos) e eliminar os animais positivos.

- Manter areas limpas para nascimentos dos animais.

- Fornecer sucedaneos e colostros aos recém-nascidos.

- Separar 0s ruminantes jovens dos adultos até pelo menos a idade de um ano.

- Minimizar o contato de ruminantes jovens a areas de esterco.

- Melhorar o rigor na higienizacdo das instalagdes, impedindo contaminacdo fecal, ou seja,
realizando rapida limpeza de currais, salas de ordenha e outros ambientes coletivos.

- Elevar os comedouros e bebedouros afim de se evitar a contaminagdo com fezes. Desta mesma
maneira, realizar rapida limpeza em casos de contaminagéo.

- N&o comercializar animais doentes ou com sinais clinicos sugestivos desta enfermidade
(BRITO, et al., 2014).

2.9 Paratuberculose e sua relagdo com a doenca de Crohn

Dalziel (1913) descreveu a semelhanca clinica e patologica entre duas doencas cronicas
inflamatdrias intestinais, a paratuberculose em bovinos e a Doenga de Crohn (CD) em
humanos.

A DC é uma doenca inflamatdria cronica que afeta principalmente o trato gastro-
intestinal e é caracterizada por diversidade bacteriana reduzida. A causa exata da doenca é
desconhecida. No entanto, hd evidéncias de que varios componentes, incluindo
microorganismos, podem contribuir para o desenvolvimento da doenca. Perturbacéo da relacao
comensal entre hospedeiros e microrganismos € considerada a principal forca motriz da
destruicdo dos tecidos e alteracdes patologicas vistas em CD. Varios patdgenos bacterianos
putativos incluindo espécies de micobactérias, Campylobacter e Helicobacter, sdo postulados
na etiologia da CD. No entanto, nenhuma evidéncia confirma que uma unica bactéria contribui
com a patogénese da CD. Alternativamente, a disbiose, ou desequilibrio bacteriano, € uma
hipdtese mais amplamente aceita como um fator principal no sistema imune do hospededeiro
comprometido, resultando em inflamacéo intestinal subsequente. Deple¢do de microrganismos
simbidticos incluindo Firmicutes, Bifidobacteria e Clostridia, em conjunto com um aumento
em patdgenos como Bacteroides e Enterobactérias € uma caracteristica marcante observada
em CD. Nenhum factor foi identificado como principal na patogénese desta disbiose, apesar de
dieta, exposicdo a antibioticos e possiveis eventos precoces da vida, em presenca de
susceptibilidade genética subjacente poder contribuir (ALHAGAMHMAD et al., 2016).

H& uma controvérsia sobre o papel etiolégico do Map na CD, o que implicaria uma
natureza zoonotica de Map (ATREYAA et al., 2014). A doenca de Crohn é uma inflamacéo
crbnica de qualquer parte do intestino de humanos, com maior frequéncia a porcao terminal do
ileo e ou célon. E uma doenca que usualmente afeta adolescentes ou adultos jovens. Os sinais
clinicos variam conforme a localizacdo das lesdes. Em casos de lesdes no ileo, os pacientes
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apresentam sinais que mimetizam a apendicite, enquanto outros pacientes com lesdes no célon
0s sinais sdo de dor abdominal e diarreia frequentemente com hemorragias (BUERGELT et
al., 2004).

Patologicamente a CD € caracterizada por enterite granulomatosa transmural com
ulceracdo extensa e possivel fistula. Embora os BAARs ndo possam ser detectados pela
coloragdo de ZN, estudos ultra-estruturais demonstraram microorganismos no interior de
macrofagos de pacientes com doenca de Crohn. Map foi isolado através de métodos
tradicionais em apenas uma pequena quantidade de pacientes com doenca de Crohn, no entanto
uma grande parcela desses pacientes revelou a presenca de DNA de Map através da técnica de
PCR (BUERGELT et al., 2004).

Devido a permanéncia de Map no trato digestério de animais € no meio ambiente, esse
microorganismo pode sobreviver as intempéries e contaminar fontes de agua destinadas a
humanos. Outra possibilidade de infeccdo de humanos com Map é através de leite
contaminado, uma vez que diversos estudos revelaram que 0s processos tradicionais de
pasteurizacdo nd@o sdo suficientes para eliminar o Map. O estudo da doenca de Crohn
demonstrou que humanos séo desafiados ao Map oriundo de agua ou leite contaminado por
periodos prolongados podem acumular os bacilos no ileo ou célon e desenvolver a infeccao e
0s sinais subsequentes durante algum episodio de stress ou doenga intercorrente (BUERGELT
et al., 2004; ATREYAA et al., 2014).

O Map ¢é um agente patogénico obrigatdrio em ruminantes com um tropismo para o
intestino, 0 que ndo é visto por quaisquer outras espécies de micobactérias. Além disso, ha
fortes indicios de que o Map pode causar infeccdes oportunistas em especies hospedeiras
monogastricas com lesGes granulomatosas no intestino e outras areas, mas sem sinais clinicos.
Estudos epidemioldgicos revelaram que Map é mais frequentemente detectado no tecido
intestinal de pacientes com CD do que em voluntarios saudaveis. No entanto, 0 Map também
é encontrada frequentemente em amostras de pessoas saudaveis e o papel etioldégico da Map
na doenca humana ainda ndo foi comprovada (ATREYAA et al., 2014).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Dados Clinicos e Epidemioldgicos

Foram avaliados rebanhos de 34 propriedades que reuniram cerca de 15.600 bufalos,
com aptiddo para corte, leite ou mista, machos e fémeas, das ragcas Murrah, Mediterraneo,
Jafarabadi e seus mesticos. Foram investigadas criacfes extensivas, com manejo precario;
outras com regime semi-intensivo e manejo razodvel a bom que atingiam excelentes niveis
zootécnicos. Foram realizadas visitas a 34 propriedades de bubalinos na regido Nordeste do
Brasil (Maranhdo, Paraiba, Alagoas e Bahia), dois matadouros (Pernambuco) e também
amostras para exame histopatoldgico de bubalinos de um quarentenério (Ceara), com o objetivo
de identificar focos de paratuberculose (Mapa 1). Das propriedades visitadas no estado do
Maranhdo 16 eram localizadas na regido da Baixada Maranhense, a qual é caracterizada por
grandes planicies baixas que alagam na estacdo das chuvas, criando enormes lagoas entre 0s
meses de janeiro e julho. Em cada estabelecimento visitado foram avaliadas extenséo da
propriedade, tamanho do rebanho, instalacGes, pastagens e histérico clinico (Tabela 1). As
propriedades foram classificadas quanto ao tipo de exploracdo zootécnica em extensiva nas
fazendas que usavam pastejo continuo com forrageiras cultivadas e havia areas delimitadas por
cercas; semi-intensiva nas fazendas que faziam uso de suplementagéo protéico-enérgética ou
extrativistas nas criacdes que o pastejo era continuo com forrageiras nativas, ndo faziam uso
de suplementacdo mineral e ndo tinham areas de propriedades delimitadas.

Os parametros clinicos avaliados foram escore corporal, hidratacdo e aspecto das fezes.
Exames complementares como necropsias, exames histopatologicos e imuno-histoquimicos,
coloracdo de Ziehl-Neelsen em esfregacos de fezes, raspados de mucosa intestinal, imprint de
linfonodos mesentéricos, bem como PCR das fezes, leite e de fragmentos de intestino e de
linfonodos mesentéricos foram feitos a partir de amostras de animais que apresentavam sinais
clinicos e ou lesdes sugestivas ou compativeis com a doenca (Tabela 2). Estes exames foram
realizados no Setor de Anatomia Patologica da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRJ), no Laboratorio de Biologia Molecular da UFRRJ e no Laboratorio de Doencas
Infecciosas da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

BRASIL
Regiao Nordeste

Mapa 1. Quantidade de propriedades visitadas por estado para o estudo da paratuberculose em bufalos na
regido Nordeste, Brasil.

3.2 Necropsias
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Foram realizadas 22 necropsias de bufalos. A eutanasia foi realizada segundo as
diretrizes da prética de eutanasia recomendadas pela Resolugdo Normativa N° 13, de 20 de
setembro de 2013, do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
Todos os 6rgdos foram avaliados macroscopicamente e coletou-se amostras para diagnostico
(Tabela 3).

3.3 Histopatologia

Amostras de diversos 6rgdos foram obtidas em 22 necropsias, e sete amostras foram
encaminhadas para diagndstico as quais foram fixadas em formol a 10% tamponado com
fosfato, processadas rotineiramente para histologia e coradas pela Hematoxilina e Eosina (HE).
Nas secc¢des histologicas com lesBes suspeitas ou sugestivas de paratuberculose, realizou-se a
coloracéo de Ziehl-Neelsen (ZN) (Tabela 3).

3.4 Citopatologia

Foram realizados exames citoldgicos de fezes em sete amostras clinicas (Tabela 4); nos
bufalos necropsiados, realizou-se em sete casos, raspados de mucosa do ileo que foi estirado
em laminas de vidro; também foram feitos imprints de linfonodos mesentéricos em sete casos.
Apos secagem, as laminas foram fixadas em metanol e submetidas a coloracdo de Ziehl-
Neelsen.

3.5 Imuno-histoquimica

SeccOes histoldgicas de intestino e ou de linfonodos mesentéricos, referentes a 22
bufalos provenientes de seis fazendas e dois abatedouros (Tabela 3), foram cortadas em
micrétomo a 5um e aderidas a laminas de vidro, previamente tratadas com silano (3-
aminopropyl-triethoxysilane). As seccdes foram desparafinadas em xilol, lavadas em alcool e
hidratadas em agua destilada. A peroxidase endogena tecidual foi inativada com H20, a 3%
em solucdo aquosa por 30 minutos. As sec¢es foram lavadas com agua destilada, e a
recuperacgdo antigénica foi realizada com protease XIV (Sigma, cat.P5147), na concentracao
de 0,2mg/ml, por 30 minutos a 37°C. Novamente as sec¢des foram lavadas com dgua destilada,
e realizou-se o bloqueio das reac@es inespecificas com leite em p6 desnatado (Molico) a 5%
em solucdo aquosa por 30 minutos a temperatura ambiente. As sec¢des histologicas foram
incubadas com anticorpo monoclonal anti-Mycobacterium avium (GeneTex, cat.20905),
“overnight” a 6°C em diluicdo de 1:250 em “phosphate buffer saline” (PBS), pH 7,4. Apds a
lavagem utilizou-se o complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories Inc.) por 20
minutos e a revelacdo das reacdes foi realizada com o cromogeno diaminobenzidina (DAB).
As seccdes foram contracoradas com hematoxilina de Harris e montadas com laminulas.
Controles positivos foram casos de paratuberculose previamente confirmados (Yamasaki et al.
2013). As seccbes foram consideradas positivas atraves da visualizacdo de imagens
compativeis com a morfologia de Map no interior de macréfagos e ou em células gigantes
multinucleadas.

3.6 PCR

Amostras de fragmentos de linfonodo mesentérico ileo e ceco obtidos de 28 bdfalos,
foram retirados com o auxilio de lamina de bisturi estéril e acondicionadas em tubos de
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polietileno tipo eppendorf e armazenadas em freezer a -20°C até o processamento. Essas
amostras foram obtidas em todas as propriedades onde se realizou exames pos-mortais (Tabela
3).

As amostras de fezes foram coletadas em oito propriedades onde se realizou exames
clinico dos bufalos (Tabela 4); foram acondicionadas em tubos de polietileno tipo eppendorf e
armazenadas em freezer a -20°C até o processamento.

Amostras de leite foram obtidas no tambor de armazenamento da propriedade ou
criacdo, correspondente ao leite ordenhado diariamente de todas as vacas bufalas de cada
rebanho, em oito propriedades ou criagdes (Tabela 4). Essas amostras foram acondicionadas
em tubos de polietileno tipo falcon de 10ml e armazenadas em freezer a -20°C até o
processamento.

As amostras de fezes foram submetidas a extracdo de DNA com kit comercial QIAmp
DNA Stool Mini Kit (Qiagen®).

As amostras de tecido foram submetidas a extracdo de DNA utilizando-se o kit
comercial Wizard® SV Genomic DNA Purification System (PROMEGA), utilizando-se
protocolo do fabricante.

As amostras de leite foram submetidas a extracdo de DNA utilizando-se o kit comercial
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA), utilizando-se protocolo do fabricante.

O DNA obtido dessas amostras (de tecido, fezes e leite) foi identificado e armazenado
em tubos de polietileno tipo eppendorf e armazenadas em freezer a -20°C até o processamento.

As reaces com amostras de DNA extraidas de fezes, leite ou tecido foram preparadas
para as amplificagdes em um volume final de 15uL contendo: 5uL de DNA gendmico; 0,5uL
dos primers especificos para 1S900 a 20pMol (DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ ¢
0 DR-1: 5’-CCGTAACCGTCATTGTCCAG-3’); 2,75uL de agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL
de MasterMix (mistura para PCR - Promega®) de acordo com o protocolo do fornecedor. O
perfil térmico das reacbes foi realizado em um termociclador XP Thermal Cycler (Bioxer
Technology CO. LTD) com desnaturacao inicial a 96°C por 5 minutos, em seguida 35 ciclos a
95°C por 1 minuto cada, anelamento a 58°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 3 minutos, e
um ciclo final de 72°C por 10 minutos (TADDEI et al., 2008). O produto amplificado de 99pb
correspondente ao DNA do Map foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados
com bluegreen e visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados Clinicos e Epidemioldgicos

Neste estudo foram identificados oito focos de paratuberculose em criacbes de
bubalinos, sendo sete em fazendas no estado do Maranhao e uma fazenda no estado de Alagoas
(Tabelas 1 e 2).

Em todas as propriedades visitadas se observou acesso coletivo dos bubalinos a areas
alagadas, onde permaneciam aglomerados por longos periodos (Fig.2A). Alimentacdo em
cochos coletivos foi uma pratica comum nas propriedades visitas. A adocdo do sistema de
aleitamento com “ama de leite”, em que utilizam trés a cinco bezerros-bufalos por vaca-bufala
foi observada na propriedade visitada em Alagoas.

Especificamente na sub-regido de Sacod, na Baixada Maranhense observou-se criagcdes
de bufalos em éreas urbanas na beira do lago de Viana, o qual ndo € definido como propriedade
dos criadores de bufalos (Fig.1A-D). Nessas areas urbanas as instalagcbes sdo muito simples
(Fig.2C,D) e as praticas de higiene sdo praticamente ausentes. Na sub-regido de Mocoroca
observou-se que diversos criadores mantinham seus rebanhos de bufalos criados coletivamente
(Fig.2B) e a identificagdo de cada rebanho de bufalos era realizada por cortes na orelha dos
bafalos, os quais serviam para distinguir seus respectivos proprietarios.

Através dos historicos obtidos com os criadores foi detectado que proprietarios
eliminavam os animais doentes, encaminhando-os para abate na evidéncia de emagrecimento.
Nos historicos fornecidos pelos proprietarios, estes sdo unanimes em afirmar o comércio nao
regulamentado de bubalinos entre propriedades dos diferentes Estados da regido Nordeste. A
compra de lotes de bubalinos magros para engorda, vindos da baixada maranhense foi relatada
como pratica frequente na regido estudada. Este fato foi confirmado durante as visitas nas
propriedades estudadas; houve compra de bufalos da Baixada Maranhense para as fazendas de
Sdo Mateus do Maranhdo, MA, Parnarama, MA e Sao Luiz do Quitunde, AL.

Os historicos obtidos na Baixada Maranhense revelaram que os criadores ou
proprietarios conheciam a fase clinica da paratuberculose e a denominavam popularmente
como “surrilha”, “diarreia” ou “caganeira” e estes SO admitiam a doenca quando os bufalos
defecavam em forma de jatos (Fig.4E).

Os sinais clinicos observados nos bufalos com paratuberculose incluiram
emagrecimento progressivo (Fig.4A,B,D), edema submandibular (Fig.4C), diarreia verde
escura, espumosa e liquida (Fig.3C,D) e ocasionalmente observou-se contetdo diarreico na
pele dos bdfalos com sinais clinicos da doenga (Fig.3B,4F) ou de bezerros que eram mantidos
no mesmo piquete que os bufalos doentes (Fig.3A); alem de tenesmo, pelos asperos, sem brilho
e desbotados, desidratacédo, fraqueza e morte. O score corporal dos bafalos doentes variou entre
1 e 3 (escala 1-5). O historico revelou que a diarreia era nao responsiva as terapias
antimicrobianas e em geral esses bubalinos ficavam segregados do rebanho.

Nos rebanhos positivos para paratuberculose foram identificadas doencas ou sinais
clinicos concomitantes como verminose gastrintestinal em bubalinos adultos, aumento do
intervalo entre partos, mastite, pelos asperos e arrepiados e ectoparasitismo por piolhos. Os
proprietarios, em geral, ndo tinham conhecimento sobre a paratuberculose e incriminavam
outras causas como mudanca na alimentacado, ingestdo de corpos estranhos e verminose para
justificar o quadro clinico.

Na Baixada Maranhense, onde se visitou 16 propriedades ou criagdes, havia
emagrecimento de uma forma geral nos rebanhos, visto que as visitas foram realizadas no
periodo seco do ano, porém era mais acentuado nos bufalos com quadro clinico de
paratuberculose evidente.
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Mapa 2. Quantidade de propriedades positivas por estado para paratuberculose em bufalos na regido Nordeste,
Brasil.

Figura 1. (A-D) Criacgdo de bufalos na sub-regido de Sacod, Baixada Maranhense evidenciando instala¢des
simples em &rea urbana do municipio de Viana as margens do lago de Viana.
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Figura 2. (A) Propriedade em Cajari onde observou-se habito frequente de bfalos permanecendo aglomerados
por longos periodos em areas alagadas. (B) Sub-regido do Mocoroca, Baixada Maranhense, municipio de
Cajari, onde bufalos de diversos proprietarios sdo criados coletivamente. (C,D) Instalages precarias de criacdo
de bufalos na sub-regido de Sacod, Baixada Maranhense no municipio de Viana.
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Figura 3. (A) Bezerro bifalo com pelagem suja de fezes devido a diarreia de vaca bufala. (B) Vaca bufala
com fezes diarreicas na pele dos membros pélvicos e cauda. (C) Fezes diarreicas e espumosas de vaca bufala
com paratuberculose. (D) Fezes diarreicas, verde escura e pastosa de vaca bdfala com paratuberculose.
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Figura 4. (A,B,D) Emagrecimento acentuado. (C) Edema submandibular. (E) Vaca bufala apresentando
diarreia. (F) Vaca bufala com fezes diarreicas verde escura na pele.

4.2 Necropsias

Dos 22 casos nos quais realizou-se necropsias, 15 foram de bdfalos positivos para
paratuberculose (Tabela 3). Identificou-se, a partir destes exames pos-mortais, seis fazendas
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positivas. As alteragdes foram tipicas e consistiram de emaciacdo, edema submandibular e
cavitério, espessamento da parede intestinal com rugosidade da mucosa (Fig.5C,D) e contetdo
intestinal liqguido e espumoso, aumento dos linfonodos mesentéricos (Fig.5A,F),
ocasionalmente linfonodos com exsudato com aspecto leitoso (Fig.5E) e evidencia¢do de vasos
linfaticos mesentéricos e intestinais (Fig.5A,B).

Outros achados macroscopicos foram encontrados, tais como parasitismo
gastrintestinal (15/22), aderéncia do saco pericardico com epicérdio (3/22), parasitismo por
Setaria sp. (2/22) e polisserosite (1/22).

Figura 5. Bubalinos com paratuberculose na regido Nordeste do Brasil. (A) Superficie de corte de linfonodos
mesentéricos aumentados e vasos linfaticos acentuadamente evidentes na serosa intestinal (setas). (B) Serosa
da porcao final do ileo com vasos linfaticos evidentes (setas) (a estrela indica o ceco). (C,D) Por¢éo final do
ileo com mucosa espessada formando grossas pregas longitudinais. (E) Linfonodo mesentérico com exsudato
de aspecto leitoso. (F) Linfonodos mesentéricos aumentados, evidenciados através da superficie de corte.
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4.3 Histopatologia e Citopatologia

Exames histopatologicos foram realizados em todos os bubalinos necropsiados (N=22)
e em sete bufalos provenientes de abatedouro no estado de Pernambuco, cujas amostras de
intestinos e linfonodos mesentéricos foram encaminhadas para diagnéstico.

Observou-se enterite granulomatosa (Fig.6A-E) e linfadenite granulomatosa (Fig.7A-
D) difusas, acentuadas e severas com grande quantidade de macr6fagos epitelioides e células
gigantes multinucleadas nos 15 bubalinos que apresentaram lesGes macroscopicas compativeis
com paratuberculose. Ocasionalmente observou-se presenca de infiltrado inflamatério
composto por linfécitos e ou macréfagos ao redor e ou no interior de vasos linfaticos
(linfangite) (Fig.6F).

A coloracdo de Ziehl-Neelsen revelou presenca de bacilos alcool-acido resistentes em
seccOes histologicas de intestinos (Fig.8A), linfonodos mesentéricos (Fig.8B) em 12/15
bubalinos.

A coloracdo de Ziehl-Neelsen revelou presenca de bacilos alcool-acido resistentes em
1/7 secches citologicas de esfregacos de fezes (Fig.9A). E a mesma coloracdo revelou
positividade em 5/7 seccdes citoldgicas de imprint de raspados de mucosa do ileo (Fig.9B) e
4/7 linfonodos mesentéricos.

Outros achados microscépicos foram encontrados, tais como moderada hemossiderose
em linfonodos mesentéricos, especialmente em bufalos do estado do Maranhdo (6/30), assim
como abomasite mononuclear leve (2/30). Em quatro das sete amostras obtidas no matadouro
de Pernambuco observou-se lesdes compativeis com consumo de Brachiaria sp., nas quais
observou-se presenca de macréfagos espumosos, “foam cells”, formando aglomerados na
mucosa intestinal e em linfonodos mesentéricos.
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Figura 6.
espessamento de vilosidade. HE, obj.20x. (B,D) Enterite ganulomatomatosa com grande quantidade de

macrofagos epitelioides ocupando espaco entre as glandulas intestinais. HE, obj.20x. (C,E) Grande quantidade
de células gigantes multinucleadas, tipo Langhans na mucosa intestinal. HE, obj.40x e obj.63x. (F) Vaso
linfatico obstruido por infiltrado inflamatdrio linfocitico na submucosa intestinal. HE, obj.20x.
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D) Linfadenite granulomatosa com grande quantidade de macréfagos epitelioides e células

acido resistentes na mucosa do ileo. Ziehl-Neelsen, obj.40x.
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gigantes multinucleadas distorcendo arquitetura tecidual dos linfonodos. HE, obj.20x (C, obj.40x).
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Figura 8. (A) Grande quantidade de bacilos

(B) Linfonodo mesent



Figura 9. (A) Citopatologia de fezes com bacilos alcool-acido resistentes. Ziehl-Neelsen, 0bj.100x. (B)
Citopatologia de raspado de ileo com bacilos alcool-acido resistentes. Ziehl-Neelsen, obj.40x.

4.4 Imuno-histoquimica

De 22 amostras testadas com anti-Mycobacterium avium, houve imunomarcagdo em 12
amostras, sendo 10 destas provenientes do estado do Maranh&o e 2 amostras de Alagoas. A
marcacdo foi compativel com a morfologia de M. avium subsp. paratuberculosis e ocorreu
principalmente no interior de macr6fagos e células gigantes multinucleadas (Fig.10A-D).
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Figura 10. (A-D) ileo com imunomarcag&o no interior de macr6fagos e ou células gigantes multinucleadas
(setas). Anticorpo primario monoclonal anti-Mycobacterium avium, complexo avidina-biotina-
peroxidase/DAB, (A,C 0bj.20x), (B,D obj.40x).

4.5 PCR

De 28 amostras frescas de intestino e ou linfonodo mesentérico para PCR, o DNA de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) foi amplificado em amostras de 12
bufalos em seis propriedades (Tabela 3). Além destas, dois focos foram identificados pela
amplificacdo de DNA de Map a partir de amostras de fezes (Tabela 4). A investigacdo do DNA
de Map através da PCR incluiu examinar oito amostras de leite através da PCR, as quais
resultaram negativas (Tabela 4).
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Tabela 1. Investigacdo clinico-epidemioldgica da paratuberculose no estado do Maranhéo.

Sinais clinicos Diagndstico
Municipio Fazenda/Area Exploragdo zootécnica Rebanho Emagreci Diarreia da

mento propriedade
S50 Mateus do Maranhio Fazenda 1/ 8.600ha Corte - extens!va 3527 s!m s!m Pos!t!va
Fazenda 2 / 1.500ha Corte - extensiva 802 sim sim Positiva
Séo Luiz Fazenda 3/ 1.500ha Corte - extensiva NI sim sim Positiva
Vitoria do Mearim (Baixada Fazenda 4 / 110ha Leite - extensiva 141 nao nao Negativa
Maranhense) Fazenda 5/ 900ha Leite - extensiva 350 nao nao Negativa
Fazenda 6 / 132ha Corte e leite - extensiva 300 sim sim Negativa
Fazenda 7 / NI Corte e leite - extensiva NI sim sim Positiva

Fazenda 8 / 19ha Corte - extensiva 27 sim sim Inconclusiva

Fazenda 9 / 5ha Corte - extensiva 10 sim sim Inconclusiva

Cajari (Baixada Maranhense) Fazenda 10 / 8ha Le!te - extens!va 20 s!m n_élo Inconclus!va

Fazenda 11/ 10ha Leite - extensiva 14 sim sim Inconclusiva

Fazenda 12 / 250ha Corte - extensiva 93 sim nao Inconclusiva

Fazenda 13 / 250ha Corte - extensiva 100 sim sim Inconclusiva

Criagdo 14 / “Larga” Leite - extrativista 20 sim sim Inconclusiva

Criagdo 15/ “Larga” Leite - extrativista 31 sim sim Inconclusiva

Criagdo 16 / “Larga” Leite - extrativista 20 sim sim Inconclusiva

Viana (Baixada Maranhense) Criagdo 17 / “Larga” Le!te - extratiyista 7 sim sim Inconclgsiva
Fazenda 18 / 400ha Leite - extensiva 200 nao nao Negativa
Fazenda 19 / 600ha Corte - extensiva 300 sim sim Positiva
Parnarama (regido limitrofe como Fazenda 20 / 4.900ha Corte - extensiva 4.000 sim sim Positiva
estado do PI) Fazenda 21/ 1.100ha Corte - extensiva 1.900 sim sim Positiva

NI ndo informado.



Tabela 2. Investigacao clinico-epidemioldgica da paratuberculose nos estados do Ceara, Paraiba, Pernambuco, Alagoas e Bahia.

Sinais clinicos Diagnéstico
Estado /Municipio Fazenda/Extensao Exploracdo zootécnica Rebanho  Emagreci Diarreia da
mento propriedade

Ceara
Paracuru Quarentena 22 / NI NI NI NI NI Negativa
Paraiba
Rio Tinto Fazenda 23 / 360ha Corte - semi-intensiva 196 nao nao Negativa
Santa Rita Fazenda 24 / 75ha Corte - semi-intensiva 97 nao nao Negativa
Capim Fazenda 25 / 75ha Corte - semi-intensiva 62 nao nao Negativa
Sapé Fazenda 26 / 230ha Corte - semi-intensiva 23 nao nao Negativa
Pernambuco
Barreiros Abatedouro 27 / NI Corte - semi-intensiva NI sim nao Negativa
Palmares Abatedouro 28 / NI Corte - semi-intensiva NI sim nao Negativa
Alagoas
Séo Luiz do Quitunde Fazenda 29 / 360ha Leite - semi-intensiva 475 sim sim Positiva
Bahia

Fazenda 30 / 600ha Leite - semi-intensiva 554 nao nao Negativa
S&o Sebastido do Passé Fazenda 31/ 700ha Leite - semi-intensiva 854 sim sim Negativa

Fazenda 32/1.200ha  Leite - semi-intensiva 70 sim sim Negativa
Teodoro Sampaio Fazenda 33 / 700ha Leite - semi-intensiva 722 nao nao Negativa
Alagoinha Fazenda 34 / 900ha Leite - semi-intensiva 700 nao nao Negativa

NI ndo informado.
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Tabela 3. Exames complementares post-mortem da paratuberculose em bufalos na regido Nordeste do Brasil.

N° de Necropsias (N) e

PCR amostras

IHQ amostras

Estado/Municipio Local de coleta ou Histopatologia (H)? positivas®/ positivas/ Diagnostico
testadas testadas

Maranhao

S50 Mateus Fazenda 1 12N 7112 5/6 Pos!t!va
Fazenda 2 2N 1/1 2/2 Positiva

Séo Luiz Fazenda 3 2N 1/1 2/2 Positiva

Viana Fazenda 19 1N 1/1 1/1 Positiva

Parnarama Fazenda 20 1N 1/1 0 Positiva

Ceara

Paracuru Quarentenario 22 1H 1/0 0 Negativa

Pernambuco

Barreiros Abatedouro 27 2H 2/0 0/2 Negativa

Palmares Abatedouro 28 5H 5/0 0/5 Negativa

Alagoas

Séo Luiz do Quitunde Fazenda 29 3N 2/3 2/3 Positiva

Bahia

S&o Sebastido do Passé  Fazenda 31 1N 0/1 0/1 Negativa

3 Histopatologia com coloragdes de HE e Ziehl-Neelsen, ® PCR realizado a partir de amostras frescas de intestinos e ou linfonodo mesentérico.
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Tabela 4. Exames complementares ante-mortem da paratuberculose em bubalinos na regido Nordeste do Brasil.

o Local de _Ziehl_—NeeIsen PCR amostras PCR amostras Diagndstico da
Estado/Municipio coleta citologia de fezes  de fezes positivas de leite positivas oropriedade
positivas/testadas /testadas /testadas
Maranhao
o . Fazenda 4 0/1 1/0 0/1 Negativa
Vitoria do Mearim Fazenda 5 0 0 0/1 Negativa
Fazenda 6 0/1 1/0 0 Negativa
Fazenda 7 1/1 1/1 0 Positiva
Fazenda 8 0 0 0/1 Inconclusiva
Fazenda 9 0 0 0/1 Inconclusiva
Cajari Fazenda 10 0 0 0 Inconclus!va
Fazenda 11 0 0 0/1 Inconclusiva
Fazenda 12 0 0 0/1 Inconclusiva
Fazenda 13 0 0 0 Inconclusiva
Fazenda 14 0 0 0 Inconclusiva
Fazenda 15 0 0 0 Inconclusiva
Viana Fazenda 16 0 0 0/1 Inconclusi_va
Fazenda 17 0 0 0/1 Inconclusiva
Parnarama Fazenda 18 0 1/1 0 Positiva
Paraiba
Rio Tinto Fazenda 23 0/1 0/1 0 Negativa
Santa Rita Fazenda 24 0/1 0/1 0 Negativa
Capim Fazenda 25 0/1 0/1 0 Negativa
Sapé Fazenda 26 0/1 0/1 0 Negativa
Bahia
S&o Sebastido do  Fazenda 30 0 0 0 Negativa
Passé Fazenda 32 0 0 0 Negativa
Teodoro Sampaio  Fazenda 33 0 0 0 Negativa
Alagoinha Fazenda 34 0 0 0 Negativa
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5 DISCUSSAO

Nesta pesquisa foram identificados oito focos de paratuberculose o que permite inferir
que a doenga esté se dispersando no Nordeste brasileiro, a exemplo do que esta acontecendo
no pais com o rebanho bovino (YAMASAKI et al., 2013a, 2013b). O diagndstico da
paratuberculose em bufalos no Brasil foi realizado primeiramente no estado do Maranhéo
(BARBOSA et al., 2010) e no estado de Pernambuco (MOTA et al., 2010). A partir deste
diagnostico na regido Nordeste do Brasil, entende-se que esta doenga deve ser estudada em um
nivel mais amplo, abrangendo outros estados da regido que apresenta um grande efetivo de
bubalinos, principalmente o Maranhao.

Os exames pds-mortais e histolégicos permitiram constatar que as lesGes foram tipicas
de paratuberculose e a coleta de amostras para PCR e imuno-histoquimica, foram Uteis para
confirmar seis fazendas positivas. Os exames complementares clinicos como PCR e exame
citologico, Ziehl-Nielsen de fezes, permitiu identificar dois focos. As oito amostras de leite
obtidas para diagndstico molecular ndo resultaram na amplificacdo de produto compativel com
DNA de Map. Esse fato verificado pode ser explicado pela pequena quantidade de DNA
presente no leite de bufalas infectadas, visto que foi coletado leite de criacbes da Baixada
Maranhense com grande quantidade de bufalas com sinais clinicos compativeis com
paratuberculose. Portanto nessas criagcdes o diagnéstico estabelecido foi inconclusivo. A regido
da Baixada Maranhense carece de mais investigacdo acerca da paratuberculose.

Os resultados obtidos no nosso estudo nos levam a sugerir que a paratuberculose no
Brasil é tdo importante para bovinos quanto para bufalos. Entretanto, durante o estudo se
encontrou resisténcia por parte de alguns proprietarios em admitir a ocorréncia do problema
nas propriedades e em aceitar a visita com a finalidade de investigar a doenca. A partir do
diagnostico, o receio da difusdo da informacéo era evidente. A tendéncia dos criadores é abater
0s animais doentes antes que a informacdo se propague e que O prejuizo aumente. Esse
comportamento € prejudicial em virtude de camuflar a enfermidade no rebanho e diminuir as
possibilidades de diagndstico e controle, considerando que esta doenca é cronica e de dificil
erradicacao.

Especialmente em 16 criacGes de bufalos deste estudo observou-se grande quantidade
de bafalos com emagrecimento e diarreia. Essas criagdes, localizadas nas sub-regides do Sacoa
e Mocoroca nos municipios de Viana e Cajari, respectivamente da Baixada Maranhense sdo
caracterizadas por grandes planicies baixas que alagam na estacao das chuvas, criando enormes
lagoas entre os meses de janeiro e julho (SILVA, 2012). Essas caracteristicas geograficas
parecem ser relacionadas com a dispersdo de Map atraves da dgua e contaminacgéo dos bufalos
criados nessas regifes. Na Baixada Maranhense se concentram cerca de 70-90% dos bufalos
do Maranhdo (BERNARDI, 2005). Apesar desta atividade agropecuaria possuir importancia
regional, os indices zootécnicos dos bufalos dessa regido sdo ruins (SILVA, 2012). Constatou-
se ainda nesta regido a exploracgdo extrativista, o que contribui para que 0 manejo sanitario seja
ineficiente.

Nas criagdes de buafalos de Sacod e Mocoroca 0s proprietarios revelaram que a
“surrilha”, nome popular atribuido a paratuberculose, é conhecida ha cerca de cinco a seis anos.
O primeiro relato de paratuberculose em bufalos no estado do Maranhédo foi realizado por
Barbosa et al., (2010) no municipio de Sdo Mateus do Maranhdo, uma regido préxima da
Baixada Maranhense; nesta propriedade havia se realizado compra de 60 vacas bufalas da
Baixada Maranhense, dos municipios de Cajapidé e Sdo Jodo Batista (dados obtidos com o
proprietario durante visita).

Vaérias criagdes de Sacod e Mocoroca foram destacadas das demais propriedades por
ndo possuirem cercas, permitindo contato de bufalos com outros animais domesticos, silvestres
e bufalos de outros criadores livremente. A bubalinocultura foi introduzida na Baixada



Maranhense no final dos anos 1950. N&o houve planejamento social e ambiental desta atividade
na regido; ndo estdo definidas oficialmente as areas publicas e privadas e ndo se respeita a
legislagdo ambiental. Esses fatores contribuem adicionalmente para conflitos entre
bubalinocultores e os atuantes da atividade pesqueira artesanal (BERNARDI, 2005). Portanto
nota-se que ha prejuizos econdémicos ndo somente devido a paratuberculose, mas também
existem outros fatores como conflitos sociais e escassez de alimento na época seca do ano.

Notou-se durante este estudo que os criadores ndo possuem esclarecimentos acerca das
atividades pecuérias e sofrem prejuizos de diversas origens. Pereira (2013) observou, durante
estudo da pecuéria bubalina em uma reserva extrativista denominada “RESEX VERDE PARA
SEMPRE”, no estado do Pard, que a pecuaria evoluiu de acordo com o conhecimento préatico
das familias de pecuaristas. Portanto, atencdo popular para esclarecimentos de doencas, fome
e conflitos sociais devem ser preconizados principalmente para a regido da Baixada
Maranhense que sofre com prejuizos econémicos em decorréncia da falta de conhecimentos
técnicos sobre a atividade de bubalinocultura. Brito, et al. (2014) ressaltaram que a
identificacdo de casos subclinicos de paratuberculose e medidas de controle desta enfermidade
devem ser preconizadas.

Varias estratégias tém sido estudadas para o controle da infec¢do pelo Map em bovinos,
entre estas se destacam modelos com testes sorologicos e abate de bovinos positivos, diferentes
técnicas de manejo principalmente com relacdo a presenca do bezerro com a vaca e praticas
higiénico-sanitarias. No entanto o abate de bovinos positivos € adotado como a primeira acéo
em planos individuais de controle da doenga, como iniciativa dos proprietarios; esta acdo tem
sido amplamente discutida devido a ser uma estratégia ndo efetiva quando utilizada sozinha.
Na préatica observa-se que geralmente adotam-se intervalos insatisfatorios entre os testes
sorolégicos e a baixa sensibilidade dos exames adotados permite que diversos bovinos
permanecam nas fazendas continuamente dispersando Map (AL-MAMUN et al., 2016).

O prejuizo econémico decorrente da paratuberculose é destacado por alguns autores.
De acordo com relatos do USDA (6rgdo oficial sobre questbes agropecuarias dos Estados
Unidos da América), 68% dos rebanhos de bovinos de leite daquele pais possui pelo menos um
bovino infectado pelo Map (NAHMS, 2007). Estimativas revelam que a doenca de Johne nos
EUA causa uma perda de mais de 200 milhdes de ddlares para a industria leiteira (OTT et al.,
1999).

A natureza crénica da doenca e o grande nimero de casos subclinicos em rebanhos
positivos indicam que é necessario realizar acompanhamentos continuos e longitudinais de alta
qualidade para o entendimento da patobiologia e epidemiologia da paratuberculose (Schukken
et al., 2015) e desse modo aplicar a¢des para o controle da infeccdo pelo Map em rebanhos.

O quadro clinico-patoldgico verificado nos bubalinos deste estudo foi semelhante aos
anteriormente descritos na literatura em bubalinos no Brasil (MOTA et al., 2010; BARBOSA
et al., 2010; DALTO et al., 2012) e também em outros paises como na india (SIVAKUMAR
et al., 2006; RAUT et al., 2003) e Italia (LILLINI et al., 1999), assim como em bovinos
(CLARKE 1997; DRIEMEIER et al., 1999; MOTA et al., 2007; 2009; FISS et al., 2015).

O diagnostico diferencial de doencas de bdfalos que cursam com diarreia e
emagrecimento deve ser considerado, incluindo-se verminose, diarreias ndo infecciosas e
doencas carenciais (deficiéncia de energia e proteina, deficiéncias minerais como cobre
[condicionada ao excesso de molibdénio], cobalto e fosforo) (Tokarnia et al., 2010).

A necropsia, verminose em bufalos adultos, associado com emaciacdo e edema
submandibular, foi um achado frequente nos animais. Verminose em bubalinos e bovinos
adultos é rara e ocorre em situacdes de baixa imunidade como na deficiéncia de fésforo
(TOKARNIA et al., 2010) e na paratuberculose. Contudo, alguns proprietarios e técnicos
reconhecem a verminose como um problema primario em seus rebanhos e incluem no
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protocolo de manejo a vermifugac&o sistematica de animais adultos, o que implica em prejuizos
econdmicos indiretos, que pode ser atribuida a falta de informac&o sobre manejo sanitério.

Diarreia osmética (ndo infecciosa) tambem pode ser observada em ruminantes quando,
apos semanas a meses de privacao de alimento, os animais sdo realimentados, principalmente
apos rapida rebrota das forrageiras. Isso é comumente observado ap6s secas prolongadas, com
restricdo de oferta de matéria seca, que leva @ menor producéo de &cidos graxos volateis e,
como consequéncia, ocorre atrofia das papilas ruminais (MALAFAIA, 2015). Na acidose
ruminal também ha diarreia osmética, pois os produtos liberados durante a digestdo dos
carboidratos ndo estruturais aumentam a osmolaridade intra-ruminal (BROWN et al., 2007);
nesses casos as enfermidades séo agudas e diferem da evolugédo cronica da paratuberculose.

Nos bufalos deste estudo observou-se pelos arrepiados, despigmentados e foscos.
Atribuimos essas alteracdes da pele ao grave comprometimento da mucosa intestinal na
paratuberculose, em que h& diminuicdo de absorcdo de nutrientes, diarreia e desidratacdo. O
aspecto desbotado da pelagem de alguns budfalos nos faz sugerir que haja algum grau de
deficiéncia de cobre secundaria a paratuberculose e concomitante deficiéncia primaria desse
elemento, visto que em rebanhos do Maranh&o ha deficiéncia de cobre (MORAES et al., 1999;
TOKARNIA et al., 2010). Nos bufalos deste estudo também foi encontrada hemossiderose em
orgéos linfoides, o que fortalece a tese da deficiéncia de cobre. Esses achados sdo semelhantes
aos encontrados por Belo-Reis et al. (2016).

Na paratuberculose, em geral os animais se infectam nos primeiros meses de vida, sem
apresentar sinais clinicos. A dispersdo das bactérias pelas fezes ocorre alguns anos apés a
infeccéo inicial pelo Map, durante a fase clinica (STABEL, 2008). Portanto considera-se que
os individuos adultos sejam os mais responsaveis pela disseminagdo dos BAARs ao ambiente
(BUERGELT et al., 2004), entretanto um estudo no Canadéa revelou que os bezerros tambem
excretam Map pelas fezes e contribuem para disseminacgéo dos bacilos, fortalecendo a hipdtese
de transmissdo da doenca pelos bezerros em fazendas de bovinocultura de leite (WOLF et al.,
2015). A imaturidade dos macréfagos em animais jovens pode ser uma das causas da
susceptibilidade a infeccdo (MOMOTANI et al., 1988). Embora a literatura historicamente
afirmar que geralmente os bezerros raramente eliminam Map pelas fezes e a transmissdo
bezerro para bezerro tem importancia menor. Portanto, acGes de controle da paratuberculose
devem preconizar a eliminagdo de ruminantes na fase clinica e subclinica da doenca associado
com adocdo de boas préaticas de manejo sanitario (BRITO et al., 2014).

A vacinacdo contra a paratuberculose tem sido considerada como uma estratégia
alternativa para o controle da doenca quando combinada com intervengdes de manejo. O
conhecimento das interacGes patdgeno hospedeiro & extremamente importante para o
desenvolvimento das vacinas. E conhecido que a resposta imune celular mediada por células
Thl desempenham um papel decisivo na protecdo contra a infeccdo pelo Map. Entretanto
estudos recentes sugeriram que as respostas imunes inatas sdo mais importantes que a
imunidade adaptativa (PARK & YOO, 2016). Estdo em desenvolvimento vacinas que utilizam
cepas vivas atenuadas de Map; com o auxilio de estudos genémicos e de modelos de
bioinformatica; essas pesquisas sdo promissoras para o futuro (BANNANTINE & TALAAT,
2015). Néo existem vacinas disponiveis contra a paratuberculose, portanto essa ferramenta
deve ser considerada como uma medida de controle a longo prazo. Ainda assim, em uma regiao
de tamanha precariedade como é o caso da Baixada Maranhense, as perspectivas de utilizacao
dessa tecnologia ndo sdo realistas. Pois nem mesmo medidas de controle basicas sao de facil
implantacéo, visto que o sistema de manejo extrativista, 0s problemas socioeconémicos e as
caracteristicas especiais do ecossistema dificultam a implantacdo de boas praticas de manejo
sanitario.

O leite de matrizes infectadas para suas crias € conhecido como rota de transmissao
(STABEL, 2008). Em bubalinos, o uso de “ama de leite” (DALTO et al., 2012), o acesso
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coletivo dos bufalos a areas alagadas e a contaminacdo de alimentos e agua com fezes de
animais infectados sdo fatores que facilitam a dispersdo do Map. Além disso, o
desconhecimento da doenca, o comércio ndo regulamentado de animais e a falta de um
programa de controle voltado para a realidade da regido facilitam a disseminagéo do agente e
contribuem para o crescente nimero de focos. Convém alertar para o risco do consumo de
produtos contaminados que séo comercializados para 0 consumo humano, em face do potencial
zoonotico do Map e da provavel relagcdo com a doenca de Crohn (ATREYAA et al., 2014).

Além das comunicacgdes da doenca de Johne em bufalos no Maranhd@o e Pernambuco
(MOTA- etal., 2010; BARBOSA et al., 2010), outros diagndsticos foram realizados em bovinos
leiteiros em Pernambuco (MOTA et al., 2007), na Paraiba (OLIVEIRA et al., 2008; MOTA et
al., 2009; MEDEIROS et al., 2012b) e em ovinos e caprinos (OLIVEIRA et al., 2010;
MEDEIRQOS et al., 2012a) na Paraiba. Este trabalho revela que a exemplo do que ocorre em
outras espécies de ruminantes, a doenca esta se disseminando em bufalos na regido Nordeste
do Brasil e ressalta-se a importancia das pesquisas sobre identificacdo de animais subclinicos
(YAMASAKI et al., 2013a) e o controle da paratuberculose. Ac¢des efetivas sdo necessarias
para esclarecer a situacdao epidemioldgica da paratuberculose no Brasil e subsidiar acfes de
controle desta doenca, especialmente na regido da Baixada Maranhense.
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6 CONCLUSOES

Este estudo possibilitou a identificacdo de oito focos de paratuberculose em bdfalos na
regido Nordeste do Brasil.

A enfermidade esta se dispersando nesta regido com dimensdes semelhantes ao que se
verificou em bovinos.

O presente estudo possibilitou o entendimento, através do comeércio ndo regulamentado
de bufalos, que a doenca se disseminou a partir da Baixada Maranhense para as outras regides
estudadas como Parnarama, MA, S&o Mateus do Maranhdo, MA e para o estado de Alagoas.

A paratuberculose em budfalos nos focos estudados ndo diferiu das lesGes descritas em
bovinos.
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Abstract Several farms in the Northeast of Brazil were investi-
gated for Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis infec-
tion in order to identify the occurrence of paratuberculosis in
buffaloes. Samples were obtained from 17 farms, two slaughter
houses, and a quarantine area in the Northeast. About 15,000
buffaloes of the Murrah, Mediterranean, and Jafarabadi breed
as well as their crossbreeds were evaluated for meat, dairy, and
mixed farms with semi-intensive or extensive breeding practices.
For diagnostic purposes, postmortem and histopathological ex-
amination, including Ziehl-Neelsen test of fecal smears and
scraped intestinal mucosa were performed. PCR was applied
for fecal samples, mesenteric lymph nodes, and intestines. Six
Johne’s disease-positive farms, which together with those previ-
ously identified, indicate that the disease is spread through the
Brazilian Northeast, similar to what occurs in cattle herds in other
regions of the country. The increase in prevalence of
paratuberculosis is a consequence of introduction of animals
from other regions without adequate veterinary assistance and
due to the little official attention paid to this initially silent and
chronic disease.
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Introduction

The occurrence of paratuberculosis (Johne’s disease) was first
documented in Brazil in the State of Rio de Janeiro by Dupont
in 1915. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(Map) is the etiologic agent which produces chronic granulo-
matous enteritis in ruminants. Paratuberculosis has been re-
corded from 12 Brazilian states in buffalo, cattle, sheep, and
goats (Yamasaki et al. 2013b). Strategies for control of the
disease in the country are insufficient, and economic losses
are underestimated (Brito et al. 2014). The disease has formal-
ly been reported in buffaloes in Pernambuco (Mota et al.
2010), Maranhao (Barbosa et al. 2010), and Rio Grande do
Sul (Dalto et al. 2012). It is crucial to intensify epidemiolog-
ical studies in the northern and northeastern regions of the
country where the number of buffaloes is significant. The
objective of this paper is to report farms positive for
paratuberculosis in the Northeast Brazil.

Material and methods

About 15,000 beef and dairy Murrah Mediterranean and
Jafarabadi buffaloes and their crossbreeds were examined.
Extensively and poorly managed herds were investigated as well
as those raised under semi-intensive conditions, with reasonable
management but excellent animal performance. Seventeen beef
or dairy farms in Maranhdo, Paraiba, Alagoas, and Bahia, and
two slaughterhouses in Pernambuco were visited in order to
identify cases of paratuberculosis. Samples from a quarantine
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area in Ceard were also obtained for histopathological exam.
Necropsies were performed on 26 buffaloes that were euthanized
according to the euthanasia guidelines recommended by
Normative Resolution No. 13 of September 20, 2013 from the
National Council for the Control of Animal Experimentation
(CONCEA). The samples obtained were fixed in 10 % formalin,
routinely processed, and stained with hematoxylin and eosin
(H&E); lesions suggestive of paratuberculosis were Ziehl-
Neelsen (ZN) stained. Swaps of ileal mucosa scrapings, fecal
smears, and mesenteric lymph node imprints were performed,
fixed in methanol, and ZN stained (Bartlett 2013).

Fecal samples and fragments of mesenteric lymph nodes,
ileum and cecum, removed with a sterile scalpel, were placed
into Eppendorf polyethylene tubes and stored at —20 °C for
processing. DNA extraction was performed on stool samples
with QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen®). DNeasy Blood
and Tissues (Qiagen®) kit was applied to the tissue samples
according to the manufacturer. The DNA obtained was stored
at —20 °C prior to amplification. The F57 insertion sequence
was used to detect Map DNA. Amplification of the
Map DNA was performed using the primers F57 (5'-
CCTGTCTAATTCGATCACGGACTAGA-3") and F57Rn (5'-
TGGTGTACCGAATGTTGTTGTCAC-3") (Vansnick et al.
2004). The reactions were prepared in 200-pL microcentrifuge
tubes with a final volume of 12.5 puL containing 2.5 puL of ge-
nomic DNA, 0.5 pL of each agent specific primer at a concen-
tration of 10 pmol, 2.75 pL of Milli-Q ultrapure water, and
6.25 ul of MasterMix (Qiagen® PCR mixture), according to
the manufacturer. The PCRs were performed in a thermocycler
(XP Thermal Cycler—Bioer Technology Co. Ltd) using the fol-
lowing steps according to Vansnick et al. (2004): denaturation of
the initial DNA at 94 °C for 4 min, 40 cycles at 94 °C for 45 s for
denaturation, 68 °C for 45 s for annealing and 72 °C for 45 s for
extension, with a final extension at 72 °C for 10 min. Positive
controls consisted of previously studied cattle samples, and the
negative control consisted of ultrapure water. The analysis of the
amplified 424-base pair (bp) product, corresponding to the Map
DNA was performed by electrophoresis using a 1.5 % agarose
gel stained with Blue Green dye (LGC Biotecnologia), which

Fig. 1 Buffaloes from
Northeastern Brazil with
paratuberculosis. a Severe weight
loss, (body score 1) and
submandibular edema. b Dark
green diarrhea

@ Springer

was visualized with ultraviolet light and photographed. We used
a standard molecular weight of 100 bp (Fermentas).

Results

Six buffalo herds with paratuberculosis infection were identified,
five of which were located in the state of Maranhdo and one in
Alagoas. All positive herds exhibited clinical signs of the disease
characterized by progressive weight loss, submandibular edema
(Fig. 1a), foamy dark green liquid diarrhea (Fig. 1b), unrespon-
siveness to antimicrobial therapy, tenesmus, rough and
depigmented coat, dehydration, weakness, and finally death.
The body score of the sick buffaloes ranged from 1 to 3 (scale
1-5), which generally segregated from the herd.

Concomitant diseases were identified in these herds, such as
infection by gastrointestinal nematodes in adult buffaloes, repro-
ductive disorders, and mastitis. In general, the owners were not
familiar with symptomatology of paratuberculosis and things of
other causes such as changes in diet, ingestion of foreign bodies,
and “worms.” After observing buffalo weight loss, some owners
sent them to the slaughter house.

The buffaloes had collective access to wetland areas, where
they remained crowded for long periods. Several buffalo
calves were fed collectively through “communal nursing”
by one buffalo cow. The histories provided by the owners
unanimously confirm free trade of buffaloes in northeastern
Brazil. One common practice in the region was the purchase
of groups of lean buffalo from the lowlands of Maranhao for
fattening.

From necropsies performed on 26 buffaloes of five farms and
two municipal slaughterhouses, 10 of which originating from
four farms were affected with paratuberculosis. The clinical signs
and lesions were typical and consisted of emaciation, subman-
dibular and cavity edema, thickening of the intestinal wall asso-
ciated with mucosal roughness (Fig. 2a) and foamy liquid intes-
tinal content, swelling of the mesenteric lymph nodes (Fig. 2b),
and mesenteric and intestinal lymphangiectasy. Enteritis (Fig. 2c)
and diffuse and pronounced granulomatous lymphadenitis
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Fig. 2 Buffaloes from
Northeastern Brazil with
paratuberculosis. a Thickened
and wrinkled ileal mucosa. b
Swollen mesenteric lymph node
with whitish and irregular areas. ¢
Granulomatous enteritis with
epithelioid cells and
multinucleated giant cells, H&E,
Obj.40%. d Granulomatous
lymphadenitis with a large
number of epithelioid cells and
multinucleated giant cells, H&E,
Obj.25%. e Alcohol-acid-resistant
bacilli in the small intestinal
mucosa, Ziehl-Neelsen, Obj.25x.
f Alcohol-acid-resistant bacilli in
the mesenteric lymph node, Ziehl-
Neelsen, Obj.25%
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(Fig. 2d) with a large quantity of epithelioid macrophages and
multinucleated giant cells were found in those ten buffaloes. In
eight buffaloes, Ziehl-Neelsen staining revealed alcohol-acid-
resistant bacilli in histologic sections of the intestinal mucosa
(Fig. 2e), mesenteric lymph nodes (Fig. 2f) and/or in scrapings
of the ileal mucosa (Fig. 3a), in fecal smears (Fig. 3b), and
mesenteric lymph node imprints. Moderate hemosiderosis was
found in the mesenteric lymph nodes of buffaloes from the five
positive herds of Maranhao.

Map DNA was amplified from buffaloes in six of the 16
farms from where originated PCR samples. From those

Fig. 3 Buffaloes from
Northeastern Brazil with
paratuberculosis. a Alcohol-acid-
resistant bacilli in ileal mucosal
scraping, Ziehl-Neelsen,
Obj.100x. b Alcohol-acid-
resistant bacilli in fecal smear,
Ziehl-Neelsen, Obj.100x

positive farms, two were identified through feces samples by
PCR, and four farms were identified through samples taken
from feces, the ileum, and mesenteric lymph nodes.

Discussion

Our studies in buffaloes revealed that the dissemination of Map is
occurring in the same way as it occurs with cattle (Yamasaki et al.
2013b). Resistance to accept the diagnosis of paratuberculosis in
the Northeast occurred from several owners of buffaloes herds,
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who did not want to admit that the problem was occurring on
their farm nor to accept a visit to investigate the disease. Owners
had fear that the information about the disease on their farm
would be disseminated; they prefer to slaughter buffaloes in
bad conditions. This behavior does not favor the early diagnosis
disease in the herd and its control, what is problematic, because
paratuberculosis is a chronic disease and difficult to eradicate.

The clinical-pathological picture observed in buffaloes of this
study was similar to the one already described by others in the
specie (Sivakumar et al. 2006; Mota et al. 2010; Barbosa et al.
2010; Dalto et al. 2012) and in cattle (Driemeier et al. 1999; Mota
et al. 2007, 2009; Yamasaki et al. 2013a; Fiss et al. 2015). The
differential diagnosis for buffalo paratuberculosis are diseases
with diarrhea and weight loss, including gastrointestinal nema-
todes, non-infectious diarrhea, and nutritional deficiency dis-
eases. As observed by Belo-Reis et al. (2016), this study revealed
buffaloes with rough and depigmented coat and hemosiderosis of
lymph nodes, indicating copper deficiency.

Action should be taken to control paratuberculosis by elimi-
nating ruminants in clinical stage of the disease. The adoption of
good health management practices has been found to be most
effective for control of the disease (Brito et al. 2014). Vaccine is
being developed with live-attenuated strains of Map, and geno-
mics and bioinformatics are promising research areas for future
control of the disease (Bannantine and Talaat 2015).

Collective use of wetlands by buffaloes and the contamination
of water and food with infected feces as well as the use of
“communal nursing” favor the spread of Map (Dalto et al.
2012). According to the literature, calves rarely eliminate Map,
so that calf-to-calf transmission is less important. However, a
recent study showed Map excretion in feces by calves, strength-
ening the hypothesis of transmission through calves in dairy
cattle farms (Wolf et al. 2015).

The little knowledge about the disease, free trade of
animals, and lack of a control program favor the spread
of Map and contribute to an increasing number of affected
herds. It is important to warn buyers of the risk to con-
sume contaminated products, given the zoonotic potential
of Map and its likely relationship with Crohn’s disease
(Atreyaa et al. 2014).

Diagnosis of Johne’s disease has been established in buffaloes
in Maranhao and Pernambuco (Barbosa et al. 2010; Mota et al.
2010), in dairy cattle in Pernambuco (Mota et al. 2007) and
Paraiba (Oliveira et al. 2008; Mota et al. 2009; Medeiros et al.
2012b), as well as in sheep and goats in Paraiba (Oliveira et al.
2010; Medeiros et al. 2012a). This study reveals that similar to its
spread to other ruminant species, paratuberculosis is spreading in
buffaloes of Northeast Brazil. Longitudinal and continuous data
of high quality obtained are essential to understand the pathobi-
ology and epidemiology of Map infection in herds (Schukken et
al. 2015). This underscores the importance of studies aimed to
control paratuberculosis, particularly to identify subclinical
animals.
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Paratuberculosis in a herd of buffaloes was studied in the municipality of Sdo Mateus,
Maranhdo, Brazil. Rectal biopsies were performed in 140 male and female Murrah, Me-
diterranean 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 progres-
sive weight loss and non-responsive antimicrobial diarrhea, dehydration and submandi-
bular 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 Lan-
ghans giant cells were found. In 15 buffaloes lymphocytic infiltrate was observed in the
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 5.71% (7/140) Mycobacte-
rium 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 ile-
ocecal valve area thickened and edematous with evident lymphatic vessels. Histological le-
sions 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 her-
ds 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.
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RESUMO.- Foram realizadas bidpsias retais de 140 bufalos,
machos e fémeas, das ragas Murrah e mesticos de Murrah
com Mediterraneo, com idade acima de trés anos, em uma
propriedade no municipio de Sdo Mateus, Maranhéo, Brasil.
Adicionalmente foram realizadas necropsias de 11 bufalos,
para realizar um estudo comparativo entre os achados das
bidpsias retais e de tecidos de ileo e linfonodo mesentéri-
co. A propriedade apresentava historico de animais com
emagrecimento progressivo e diarreia ndo responsiva a
antimicrobianos. Os bufalos apresentavam sinais clinicos
caracterizados por diarreia, estado nutricional regular a
ruim, desidratagdo e edema submandibular. Nas biépsias
retais seis bufalos apresentaram lesdes sugestivas da pa-
ratuberculose na Hematoxilina-Eosina (HE), sendo estas
caracterizadas por inflamacdo granulomatosa multifocal
moderada na lamina prépria com macroéfagos epitelioides.
Em quatro animais foram observadas adicionalmente cé-
lulas gigantes do tipo Langhans. Em 15 bufalos foi obser-
vado infiltrado linfocitario multifocal leve na lamina pré-
pria. Pela coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN), 4,3% (6/140)
apresentaram bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e na
PCR em tempo real (qPCR), 5,71% (7/140) tiveram ampli-
ficacdo do material genético. Foram necropsiados 11 bufa-
los, 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 reticu-
lado, placas de Peyer evidentes e contetudo liquido e mar-
rom. 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 bufalos foram compativeis com lesdes ja descri-
tas na literatura, e apresentaram BAAR e amplificacdo de
material genético na qPCR. A concordancia entre a biopsia
retal e a analise dos tecidos de ileo e linfonodo mesenté-
rico, segundo o teste Kappa (K=0,792), foi alta. A bi6psia
retal realizada demonstrou ser promissora e pode ser em-
pregada, juntamente com outras técnicas, para auxiliar
no diagnostico ante mortem em bufalos de rebanhos com
suspeita de paratuberculose; pela mesma foi possivel de-
tectar animais positivos através da coloragdo 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 disseminagao do
agente no ambiente, e a consequente contaminagdo de ou-
tros animais.

TERMOS DE INDEXAGAO: Diagnéstico, doenca de Johne, paratu-
berculose, bidpsia retal, bufalos, Brasil.

INTRODUCAO

Paratuberculose ou doenga de Johne é uma enterite granulo-
matosa, 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 ab-
sor¢ao e perda de peso (Chiodini et al. 1984, Riet-Correa &
Driemeier 2007, Mota et al. 2010). A infec¢do se da pela inges-
tdo de colostro, leite ou 4gua contaminados com fezes.
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A enfermidade tem distribuicio mundial e a doenga
clinica foi descrita pela primeira vez em 1895 por Johne e
Frothingham na Alemanha (Manning & Collins 2010). No
Brasil, a doenga foi diagnosticada em bufalos por Mota et
al. (2010) em Pernambuco, Barbosa et al. (2010) no Mara-
nhdo, Dalto (2011) no Rio Grande do Sul e Brito (2015) em
Alagoas.

As perdas econdmicas verificadas em fung¢do da infec-
¢do subclinica se devem a reducao da conversao alimentar,
diminuicdo da produtividade, redugao dos niveis de pro-
teina e gordura no leite, perda de peso ao abate, alta inci-
déncia de mastite e diminuigio da fertilidade (Clarke 1997,
Yamasaki et al. 2010).

0 diagndstico ante mortem da doenga tem sido um pon-
to critico em estratégias de controle. Ainda ndo ha um tes-
te padrdo para o diagnostico da paratuberculose devido a
natureza cronica da enfermidade e aos diferentes estagios
da doenca (OIE 2014). Na paratuberculose as lesdes loca-
lizam-se principalmente no trato intestinal e linfonodos
mesentéricos; no intestino grosso sdo observadas lesdes
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 etal. (2012) realizaram uma biépsia em um bufalo
no Rio Grande do Sul e sugeriram que este exame poderia
ser mais uma ferramenta para confirmagio do diagndstico
de paratuberculose nesta espécie, visto que no fragmento
analisado pelos autores, havia BAAR e marcac¢ido positiva
na Imunoistoquimica (IHQ). Baseado nesta informacgdo
optou-se pela continuagido deste estudo. Desta forma o ob-
jetivo deste trabalho é avaliar o uso da bidpsia retal como
diagnoéstico ante mortem da paratuberculose em bufalos,
quando comparada a outras técnicas de diagnoéstico.

MATERIAL E METODOS

Biopsia retal. Foram realizadas 140 bidpsias 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 Sao
Mateus, MA, onde ja havia confirmacdo de casos de paratubercu-
lose (Barbosa et al. 2010). Durante as visitas a propriedade, foram
coletados dados referentes ao histdrico e sinais clinicos.

Foram coletados dois fragmentos envolvendo a mucosa e sub-
mucosa do reto de cada animal, de aproximadamente 0,6cm, cra-
nial ao orificio anal, com auxilio de uma pinga Mathieu de 45cm
utilizada para bidpsia. A coleta foi realizada com uso de luvas de
palpacdo e luvas descartaveis para procedimentos, e a cada coleta,
a pinga era higienizada e esterilizada. O primeiro fragmento foi
coletado para Reagdo da Polimerase em Cadeia em Tempo Real
(qPCR) e o segundo para a histopatologia (Fig.1A-C). Os fragmen-
tos para histopatologia foram fixados em formol a 10% tampona-
do e processados pelos métodos usuais para exame histoldgico,
embebidas e incluidas em parafina, cortadas a 5yum e coradas pela
hematoxilina e eosina (HE), e em animais com lesdes sugestivas
de PTB, cortes adicionais foram corados pela técnica de Ziehl-
-Neelsen (ZN). As amostras foram processadas no laboratério de
patologia da Universidade Federal do Para.

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
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Fig.1. (A) Realizacdo de biépsia retal, com auxilio de uma pinga
Mathieu, para o diagnéstico de paratuberculose em bufalo. (B)
Fragmento coletado. (C) Fragmento coletado em frasco tipo
Falcon, em formol a 10%.

Kit comercial da Qiagen (QIAamp® DNA Mini Kit para tecidos). A
reacao de qPCR foi realizada usando os Primers e sondas para o
gene is900 (F-5-TGCTGATCGCCTTGCTCA-3’ e R-5-GGGCCTGA-
TCGGCGATGAT-3’; S-5’-FAM-CCG GGC AGC GGC TGC TTT ATATTC-
3’-BHQ1) (Sigma®); e os Primers e sondas para f57 (F-5’-TTCATC-
GATACCCAAACTCAGAGA-30 e R-5-GTTCGCCGCTTGAATGGT-3’;
S-5'Cy5-5"-TGCCAGCCGCCCACTCGTG-3’-BHQ2) (Sigma®) (Irenge
et al. 2009). Na reagdo foram utilizados 2ul de solucdo de DNA,
12,5pl do Mix (RealQ-PCR-RT dUTP-UNG Master Mix kit) (Ampli-
gon, Dinamarca), Primers na concentragdo de 0,6 pmol/ul e son-
das na concentragdo de 0,4 pmol/ul, 0,5ul de H,0 e 2ul de MgCl,
(50nM) (Invitrogen®), num volume total de reagdo 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 andlise de dados.

Necropsia. Onze animais que apresentavam sintomatolo-
gia clinica sugestiva de paratuberculose foram necropsiados na
fazenda em estudo. Os animais foram submetidos a eutanasia
conforme prescricdo do Conselho Nacional de Controle de Ex-
perimentacdo Animal (CONCEA 2008). Foram coletados, de cada
bufalo, fragmentos de ileo e linfonodo mesentérico para a realiza-
¢do da HE, ZN e qPCR. O armazenamento e o processamento das
amostras foram iguais ao descrito para as biépsias retais.

Estatistica. Para avaliar a concordancia entre as bidpsias re-
tais e as andlises de tecidos das necropsias, utilizou-se o Teste de
KAPPA, avaliando-se as escalas categdricas em relagio aos testes
laboratoriais (Bidpsia retal e andlise de tecidos) (Siegel & Catellan
1988).

RESULTADOS

Na propriedade havia 1000 bufalos 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 histérico obtido na
propriedade era que os animais apresentavam sinais de
emagrecimento e diarreia, ndo respondiam aos antimicro-
bianos 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.

Sinais clinicos

Em 15% (21/140) dos bufalos foram observados sinais
clinicos caracterizados por estado nutricional regular a
ruim, diarreia liquida, desidratacao e edema submandibu-
lar (Quadro 1).

Bidpsia retal

Em seis bufalos (Bufalos 2, 3,18, 139, 141 e 188) foram
observadas lesbes sugestivas da paratuberculose na HE,
sendo estas caracterizadas por inflamag¢do granulomatosa
multifocal moderada na lamina prépria com macréfagos
epitelioides. Em quatro animais foram observadas adicio-
nalmente 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 ba-
cilos alcool-acido resistentes (BAAR) (Bufalos 2, 3,18, 139,
141 e 188) e na qPCR, 5,71% (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 au-
mento 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 delga-
do e grosso espessada, irregular, de aspecto reticulado e
com dobras transversais evidentes (Bufalos 137, 139, 186,
188 e 189); contetido liquido e marrom. Areas espessadas
em torno da valvula ileocecal (Bufalos 137, 139, 186, 188
e 189), vasos linfaticos evidentes (Bufalos 137, 139, 188 e
189), areas esbranquicadas na superficie de corte dos lin-
fonodos mesentéricos (Bufalos 137, 188 e 189) e placas de
Peyer evidentes (Bufalo 186).

Dos 11 bufalos necropsiados, apenas quatro (Bufalos
139, 186, 188 e 189) apresentaram lesdes de paratubercu-
lose. As lesdes histoldgicas localizadas no intestino delgado
foram caracterizadas por infiltrado inflamatdrio granu-
lomatoso 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.

Pesq. Vet. Bras. 35(10):823-828, outubro 2015
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Quadro 1. Sinais clinicos, achados histopatologicos, Ziehl-Neelsen e PCR
em tempo real das biopsias retais de biifalos com paratuberculose

Ordem Bufalo Escore Idade  Sinais clinicos HE ZN qPCR
no. corporal

1 2 3 4 Sem sinais clinicos Lesdo A  Positivo Positivo
2 3 2 5 Diarreia LesdoB  Positivo Positivo
3 4 2,5 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
4 18 2 5 Diarreia LesdoB  Positivo Positivo
5 35 2 5 Diarreia e edema LesdoC Negativo Negativo
submandibular
6 50 2 5 Diarreia e edema LesdoC Negativo Negativo
submandibular
7 52 1,5 5 Diarreia LesdaoC Negativo  Negativo
8 53 2 5 Diarreia LesdaoC 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 Lesdo C  Negativo  Negativo
20 187 2 5 Emagrecimento SL Negativo  Negativo
21 188 2 5 Diarreia Lesdo A  Positivo Positivo
22 189 2 5 Diarreia e edema LesdoC Negativo  Positivo
submandibular

Lesdo A = inflamagao multifocal moderada na lamina prépria com macréfagos epitelioi-
des e células gigantes de Langhans. Lesao B = Inflamagdo multifocal moderada na lamina
prépria com macréfagos epitelioides. Lesdo C = infiltrado linfocitario multifocal leve na
lamina propria. SL = sem lesdo.

ol o g » Quadro 2. Comparagio dos resultados das biopsias retais e
| 4. analise dos tecidos do ileo e linfonodo mesentérico de
bufalos com paratuberculose

Ordem Bufalo Resultado da bi6psia Resultado da necropsia*

no. fleo Linfonodo
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

I % 4 8 < N y fu £ 7 177 Negativo Negativo Negativo

i ; Lk g | 8 186 Negativo Positivo Positivo
”‘ * ' w AT G ] 9 187 Negativo Negativo Negativo

e » A o W % 10 188 Positivo Positivo Positivo
* - atole®u S e I 11 189 Positivo Positivo Positivo

Fig.2. Células gigantes de Langhans na lamina prépria entre as
criptas intestinais, na bidpsia retal do Bufalo 2 com paratu- *Baseado no teste de ZN e de qPCR.
berculose. HE, obj.40x.

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

Os fragmentos de intestino e linfonodos mesentéricos - .
laboratoriais de bufalos com paratuberculose

dos Bufalos 186, 188 e 189 foram positivos na coloracdo de

ZN. 0 Btfalo 139 foi positivo somente no intestino e negati- ~ Bidpsiaretal Andlise de tecidos Total
vo no linfonodo mesentérico. Negativo Positivo

Na qPCR foram positivos fragmentos de fleo e linfono- Negativo 7 1 8
dos mesentéricos dos Bufalos 186, 188 e 189 e o Bufalo Positivo 0 3 3
139 foi positivo em fragmento do ileo e negativo em frag- Total 7 4 1
mento de linfonodo mesentérico (Quadro 2). Kappa = 0,792 1C95% [0,413; 1,0].
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Estatistica

0 coeficiente Kappa foi 0,792 que demonstra uma con-
cordancia alta entre a bidpsia retal e a analise dos tecidos
de ileo e linfonodo mesentérico (Quadro 3).

DISCUSSAQ

Os sinais clinicos observados nos bufalos deste estudo fo-
ram semelhantes aos encontrados por Mota et al. (2010),
Dalto et al. (2012) e Brito (2015) em bufalos com paratu-
berculose. A diarreia ocorre devido a ma absor¢do de nu-
trientes, em funcdo da enterite granulomatosa, o que jus-
tifica a perda progressiva de peso e o mau estado corporal
dos animais afetados (Chiodini et al. 1984). O edema sub-
mandibular pode estar presente; este achado foi descrito
por Dalto (2011) em bufalos no Rio Grande do Sul, acha-
do que pode ser relacionado a diarreia cronica e também
pela ma absorgao 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 o animal pode apresentar desidrata-
¢do e debilidade (Radostits et al. 2007). Como apenas sete
animais, dos 21 que apresentavam sinais clinicos sugesti-
vos 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 histolégicos observados nos bufalos do
presente trabalho foram semelhantes aos encontrados por
Driemeier et al. (1999) e Yamasaki et al. (2010) em bovi-
nos, e por Mota et al. (2010) em bufalos, tais como infiltra-
¢do da mucosa e lamina prépria por macroéfagos, linfoci-
tos, células epitelioides e células gigantes. Segundo esses
autores podem ser ainda visualizados plasmocitos e, oca-
sionalmente, neutroéfilos e eosinoéfilos. Dalto et al. (2012)
também realizaram andlise da mucosa retal em um bufalo
e verificaram lesdes neste segmento, presenca de BAAR e
marcacdo positiva na IHQ. Esses achados foram semelhan-
tes 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 ne-
cropsia.

Na biépsia retal apenas um bufalo apresentou qPCR po-
sitivo (189) e auséncia da bactéria no teste de ZN. Quando
a carga bacteriana é baixa, os bacilos podem nao ser de-
tectados ao exame histolégico, o que poderia explicar o re-
sultado negativo a coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN) e posi-
tivo 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 ser vi-
sualizadas lesdes leves, e que geralmente a carga bacteria-
na é mais baixa. Apenas um bufalo nio apresentava sinais
clinicos, mas foi positivo em ambos os testes (Bufalo 2). Os
animais subclinicos, portadores e provaveis eliminadores
da bactéria sdo fontes de infeccdo para outros animais, e
representam um desafio para o diagnostico, 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 bidpsia retal, foi possivel
detectar um animal subclinico no rebanho.

A concordancia entre a biépsia retal e a analise dos te-
cidos de ileo e linfonodo mesentérico, segundo o teste Ka-
ppa (K=0,792) foi considerada alta. Apenas um animal foi
negativo na andlise de bidpsia retal e positivo nos tecidos
das necropsias. Animais em estagios iniciais da enfermi-
dade, geralmente apresentam lesdes leves e localizadas
principalmente nas porg¢oes de {leo, que com a evolugao da
enfermidade, se estende até o reto (Mota et al. 2010, Dalto
etal. 2012). Exames histologicos e PCR em tecidos ja foram
realizados por Sivakumar et al. (2005) e Mota et al. (2010)
em bufalos com paratuberculose e esses autores demons-
traram que a pesquisa em amostras de tecido pode ser rea-
lizada e que apresenta resultados satisfatorios, assim como
observado no presente trabalho. Com base nesses resulta-
dos, a bidpsia retal mostrou-se eficiente para deteccdo de
animais positivos e negativos em rebanhos onde existem
casos de paratuberculose. O uso de PCR em tecidos para de-
teccdo de Map nos rebanhos é muito ttil, de grande sensibi-
lidade, rapidez e confiavel, desde que controles negativos e
positivos sejam utilizados (Clark et al. 2008).

0 exame histoldgico 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 satisfatdrio para a identificacdo de BAAR em tecidos
das bidpsias, de ileo e linfonodo mesentérico.

Ressaltamos ainda que, o fragmento coletado para bi-
6psia envolvia apenas a mucosa e submucosa do reto, sem
envolver a serosa, portanto nao havia perfuracao da al¢a e
consequente contaminac¢do 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

A biopsia retal aplicada neste trabalho demonstrou ser
promissora e pode ser empregada, juntamente com outras
técnicas, para auxiliar no diagnostico ante mortem em bu-
falos de rebanhos com suspeita de paratuberculose.

Pela biopsia foi possivel detectar animais positivos para
paratuberculose através da coloracdo de Ziehl-Neelsen e
por qPCR.

A bidpsia retal pode ser utilizada no controle da enfer-
midade para selecionar e eliminar animais positivos do re-
banho, diminuindo assim, gradualmente, a disseminacgdo
do Map no ambiente e a infec¢do do rebanho.
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In order to study copper, zincand iron concentration in the liver of buffaloes with paratu-
berculosis (PTB), 13 buffalo cows above three years of age of the Murrah and Mediterrane-
an races or their crosses were used. They originated from two farms in the municipalities of
Sao Luis and Sdo Mateus, state of Maranhao, Brazil. The animals were selected according to
clinical signs of paratuberculosis, as diarrhea, dehydration and submandibular edema. Rec-
tal biopsies for detection of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) through
PCR in real time (qPCR) and Ziehl-Neelsen (ZN) stain were performed on all animals. Se-
ven 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 postmor-
tem 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 lymphnodes, indicating hemosiderosis. One buffa-
lo 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
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, nega-
tive 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 con-
centrations 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.
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RESUMO.- Com o objetivo de realizar um estudo dos teores
de cobre (Cu), zinco (Zn) e ferro (Fe) em bufalas com para-
tuberculose (PTB) foram utilizadas 13 bufalas, das ragas
Murrah, Mediterraneo e seus mesticos acima de trés anos de
idade, pertencentes a duas propriedades localizadas nos mu-
nicipios de Sdo Luiz e Sdo Mateus, no Estado do Maranhao.
Os animais foram selecionados de acordo com a presencga de
sinais clinicos sugestivos de paratuberculose, caracterizados
por estado nutricional regular a ruim, diarreia cronica liquida
a semi-liquida, desidratacdo, edema submandibular, anestro
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prolongado, mastites e verminose gastrintestinal. Foi realiza-
da bidpsia retal em todos os animais, para deteccdo de Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) por meio da
gPCR, e exames histopatologicos (HE e Ziehl-Neelsen). No
Grupo1l sete animais foram positivos para presenca de Map,
e no Grupo 2 seis foram negativos. Todos os bufalos foram
eutanasiados e necropsiados para coleta de diversos tecidos.
Parte dos fragmentos foram fixados em formol a 10% para
histopatologia e fragmentos de tecido hepatico foram con-
gelados para as dosagens dos microminerais (Cu, Zn e Fe).
A necropsia todos os animais positivos para PTB apresenta-
vam linfonodos mesentéricos de coloracdo castanha sugesti-
va de hemossiderose. Adicionalmente, em um animal foram
observados pequenos pontos de cor marrom distribuidos
difusamente na mucosa do intestino delgado. Na histopato-
logia 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 bufalos 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 os grupos fo-
ram elevados (>670ppm). Baseado nos achados clinico-pato-
légicos 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. Em areas me-
nos deficientes desses minerais sugere-se que a doenca seja
capaz de induzir quadros de deficiéncia mineral secundaria.

TERMOS DE INDEXAGAO: Microelementos, cobre, zinco, ferro, pa-
ratuberculose, bubalinos, Brasil.

INTRODUCAO

Paratuberculose ou doenca de Johne é causada por Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), bacilo
alcool-acido resistente (BAAR) que acomete mamiferos,
principalmente ruminantes domésticos e selvagens. A en-
fermidade é caracterizada por uma enterite granulomato-
sa, infecciosa e cronica; a infeccdo se da pela ingestdo de
colostro, leite ou 4gua contaminados com fezes (Chiodini et
al. 1984, Mota et al. 2010).

Em casos de paratuberculose (PTB) ocorre diarreia em
funcido da enterite granulomatosa e ma absor¢do de nu-
trientes (Chiodini et al. 1984), o que justifica a perda pro-
gressiva de peso e o mau estado corporal dos animais afeta-
dos, que podem gerar perdas econdmicas importantes, em
funcao da reducdo da conversao alimentar, diminuicdo da
produtividade, redu¢do dos niveis de proteina e gordura no
leite, perda de peso ao abate, alta incidéncia de mastite e di-
minuicdo da fertilidade (Clarke 1997, Yamasaki et al. 2010).

Os minerais sdo nutrientes importantes que participam
de varias vias metabolicas e exercem fung¢des importantes
na reproducdo, manutengdo do crescimento, metabolismo
energético, resposta imune, entre outras atividades meta-
boélicas 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 relacdo entre a deficiéncia de
selénio com a infeccdo por Map. Os autores também cons-

tataram que um aumento de 10ppm de ferro no solo 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 estdo 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
Maranhao.

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi conduzido em duas propriedades de criacdo de buba-
linos localizadas nos municipios de Sdo Mateus e Sao Luis, regido
nordeste do estado do Maranhdo, onde ja existiam casos de para-
tuberculose (Belo-Reis et al. 2015). Os histéricos foram coletados
junto aos proprietarios, durante as visitas.

Animais e coleta das amostras. Foram utilizadas 13 bufa-
las das ragas 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 suplementa-
¢do 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), calcio (60-68g/kg),
fésforo (18g/kg), enxofre (8000mg/kg), sédio (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 (40.000UI/kg) e fluor (180mg/kg). Onze animais per-
tenciam a fazenda localizada no municipio de Sdo Mateus, e dois a
fazenda situada no municipio de Sdo Luis.

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

Dosagem de minerais. As amostras de figado foram seccio-
nadas em fatias finas utilizando-se navalhas limpas e de a¢o inoxi-
davel, armazenadas em tubos de polipropileno de 50mL e subme-
tidas ao processo de liofilizagdo. Para esse processo, as amostras
foram congeladas a -20°C acondicionadas em bandejas e coloca-
das em aparelho automatizado LIOTOP® (modelo L101), previa-
mente 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 determinacdo dos minerais Cu, Zn e Fe, as amostras tri-
turadas foram pesadas entre 0,250 a 0,260g e colocadas em tubo
de digestdo de Teflon (modelo Xpress). Em seguida foram adicio-
nados 3mL de acido nitrico PA 65% (QUIMEX), 1mL de acido clo-
ridrico a 30% (MERCK) e 1mL de peréxido de hidrogénio PA 30%
(BIOTEC); ficaram em repouso durante 2h para uma pré-digestao
e digeridas por 50 minutos em sistema fechado por radiagdo de
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micro-ondas (MARSXpress, CEM Corp. Matthews, NC, USA). Ap6s
a digestdo, os minerais Cu, Zn e Fe foram analisados pela técnica
de espectrometria de emissdo 6tica 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 condi¢des operacionais do ICP-OES foi realizado com
o software iTEVA. Os brancos analiticos foram preparados pelos
mesmos procedimentos sem a adi¢do das amostras de figado (No-
mura et al. 2005). As andlises foram realizadas no Instituto Evan-
dro Chagas (ICE).

Estatistica. Os resultados foram submetidos a anélise de vari-
ancia em delineamento inteiramente casualizado e as médias com-
paradas pelo teste de Tukey (SAS 2003).

RESULTADOS
Na fazenda localizada no municipio de Sdo Mateus, MA, ve-
rificou-se que aproximadamente 70% das pastagens eram
em terra firme composta por Brachiaria spp. (sinonimia
Urochloa) e 30% em regido de varzea composta por pasta-
gens nativas. No ambiente de terra firme as fontes de dgua
eram bebedouros, e na regido de varzea os animais bebiam
nos lagos formados durante o periodo de chuva. Na fazenda
no municipio de Sdo Luis as pastagens eram em terra firme

compostas por Brachiaria spp. (Sinonimia Urochloa). Em
ambas as fazendas a suplementacdo protéico-energética
era ofertada em cochos descobertos e a oferta ndo era con-
tinua ao longo do ano; no periodo de maior estiagem era
ofertado somente sal proteinado.

0 quadro clinico apresentado pelos bufalos nas duas lo-
calidades caracterizava-se por estado nutricional regular a
ruim, diarreia liquida a semi-liquida, desidrata¢do, edema
submandibular (Fig.1A-B), anestro prolongado, mastites e
verminose gastrintestinal. Os animais permaneciam longos
periodos dentro dos lagos e quando eram estimulados a se
locomover faziam de forma lenta.

Os sete bufalos positivos para detec¢do de Map (Grupo
1) apresentaram achados macroscépicos compativeis com
PTB, tais como aumento de linfonodos mesentéricos, mu-
cosa do intestino delgado e grosso espessada, irregular, de
aspecto reticulado e com dobras transversais evidentes.
Observaram-se ainda areas espessadas em torno da valvula
fleocecal, vasos linfaticos evidentes e areas esbranquicadas
na superficie de corte dos linfonodos mesentéricos (Fig.2).
Foi evidenciado também que esses animais tinham linfo-
nodos mesentéricos com areas de coloracdo acastanhada

Fig.2. Linfonodos mesentéricos do Bufalo 3 de cor marrom com
areas esbranquicadas na superficie de corte.
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Fig.3. Pequenos pontos marrons distribuidos difusamente na mu-
cosa intestinal do Bufalo 3, compativel de hemossiderose.
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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 ani-
mais (Bufalas 8, 9 e 10) apresentaram linfonodos mesenté-
ricos de coloragdo castanha escura.

Nos sete buifalos com PTB os exames histopatolégicos
revelaram infiltrado inflamatério granulomatoso rico em
células gigantes na mucosa e infiltrado mononuclear na
submucosa do intestino delgado. Nos linfonodos mesenté-
ricos foram observadas células epitelioides e células gigan-
tes na regido cortical e medular. Os fragmentos de intestino
e linfonodos mesentéricos apresentaram bacilos alcool-
-acido resistentes (BAARs) pela coloracdo de ZN. Adicio-
nalmente observou-se hemossiderosse moderada no bago
e linfonodos mesentéricos.

Na qPCR foram positivos para Map os Bufalos 1, 2, 3, 5,
6 e 7 em fragmentos do ileo e linfonodos mesentéricos, e
o Bufalo 4 foi positivo em fragmento do ileo e negativo em
fragmento do linfonodo mesentérico. Os valores individu-
ais, médias e desvio padrdo dos teores de Cu e Zn no figa-
do dos bufalos avaliados com e sem paratuberculose estdo
apresentados no Quadro 1. Houve diferenca estatistica nos
teores hepaticos de cobre, entre os grupos avaliados.

Quadro 1. Representacio dos valores, médias e desvio
padrio dos teores de cobre (Cu), zinco (Zn) e ferro (Fe) nos
bufalos positivos e negativos para paratuberculose

Identificagdo Cobre (ppm)  Zinco (ppm) Ferro (ppm)

Bufalos com paratuberculose

Bufalo 1 69,1 69,3 593,1
Bufalo 2 17,6 64,4 803,5
Bufalo 3 11,7 74,1 1285,4
Bufalo 4 11,6 43,4 689,6
Bufalo 5 8,0 54,7 686,8
Bufalo 6 5,5 80,6 800,6
Bufalo 7 3,0 93,9 1043,3
Média' 18,1b 68,6 843,2
Desvio padrao +23 +16,7 +241,4
Valores de referéncia? <100 <100 181-380
Bufalos negativos

Bufalo 8 88,7 197,3 795,5
Bufalo 9 136,6 113,0 11629
Bufalo 10 125,4 68,1 478,6
Bufalo 11 56,4 65,8 316,2
Bufalo 12 95,1 140,8 484,3
Bufalo 13 179,9 75,0 781,8
Média® 113,7a 110,0 669,9
Desvio padriao +43,1 +52,0 +305,8
Valores de referéncia? <100 <100 181-380
Coeficiente de variagdo 19 21 152
Valor de P 0,003 0,071 0,277

1 Médias com letras diferentes na vertical diferem estatisticamente entre
si pelo teste de Tukey em 5% de probabilidade. 2 Underwood (1977).

Os teores dos microminerais Cu e Zn no figado dos bufa-
los com paratuberculose (Grupo 1) apresentaram-se abai-
xo do normal; 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 extrema-
mente baixos e os teores de zinco moderadamente baixos.
Ja amédia dos teores de Fe foi mais de duas vezes superior
aos teores normais (Quadro 1).

Nos bufalos sem paratuberculose (Grupo 2), 50% (3/6)
apresentam teores de Cu considerados como subdeficien-
tes e quando se analisa a média obtida pelos seis bufalos
verifica-se que os teores encontram-se acima de 100ppm,
considerados no limite de normalidade. Achado semelhan-
te foi obtido com o Zn onde também 50% (3/6) apresenta-
ram 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 (Quadro 1).

DISCUSSAO

Como demonstrado no presente estudo nao podemos base-
ar o diagnostico da PTB apenas nos sinais clinicos, uma vez
que o emagrecimento progressivo acompanhado de diar-
reia pode estar presente em outras enfermidades como nas
parasitoses, nas deficiéncias nutricionais e em outras doen-
cas infecciosas bacterianas ou virais (Yamasaki et al. 2010,
2013). Apesar de 53,8% (7/13) dos animais serem positi-
vos para PTB, para a confirmagio do diagnostico existe a
necessidade da obtengao de dados epidemiol6gicos sobre o
status da enfermidade em um rebanho ou em uma regido, e
da realizacao de exames complementares. Sweeney (1996)
estimou que para cada caso clinico confirmado de PTB exis-
tam 15 a 25 animais subclinicos. Baseado nesta estimativa
pressupde-se que as propriedades estudadas apresentam
uma situacdo critica quanto ao nimero de animais conta-
minados no rebanho.

Neste estudo, os bufalos com PTB, além das lesoes ti-
picas da enfermidade apresentaram, concomitantemente,
lesdes compativeis com a deficiéncia de Cu, que poste-
riormente foi confirmada por meio da histopatologia e da
dosagem do elemento no figado. Nos animais negativos os
achados de necropsia foram compativeis apenas com defi-
ciéncia de energia e proteina.

A média dos teores de Cu no figado das bufalas com
PTB foi 18,0ppm e para os animais negativos 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 sado
adequados. Baseando-se nesses dados entende-se que nos
bufalos do presente estudo a PTB agravou o quadro de defi-
ciéncia deste mineral. Como os animais negativos do Grupo
2 eram criados juntos com os animais positivos do Grupo
1, e ndo apresentaram deficiéncia ou apresentaram subde-
ficiéncia deste elemento, isso demonstra que a PTB pode
reduzir os niveis de Cu, e levar a quadros de subdeficiéncia
ou de deficiéncia. Como a absor¢do do Cu ocorre no intes-
tino (Carvalho et al. 2003) a enterite granulomatosa pre-
sente na PTB contribui para a redugdo da absor¢do 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 in-
dicam deficiéncia e valores acima de 101ppm sdo consi-
derados normais. Neste estudo ficou demonstrado que os
animais com PTB apresentaram niveis de Zn abaixo dos
considerados normais. Nos bufalos com PTB ndo foram ob-
servadas manifestag¢des clinicas da deficiéncia de Zn, pos-
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sivelmente por se tratar de uma deficiéncia de zinco mar-
ginal. Tokarnia et al. (2010) estudaram a deficiéncia de Zn
e concluiram que provavelmente em algumas regioes, as
quantidades de Zn, mesmo baixas, ainda seriam suficientes
para satisfazer as exigéncias dos animais.

Conforme Underwood & Suttle (1999) as deficiéncias
de Cu e Zn tém influéncia direta na resposta imune. Como a
concentracdo de Cu e Zn nos bufalos do Grupo 1 foram bai-
xas, possivelmente a resposta imunoldgica ja estava com-
prometida e consequentemente, esse pode ser mais um
fator que levou ao agravamento do quadro clinico da PTB e
predispds a maior susceptibilidade a outras infecgdes.

A média dos teores de Fe nos bufalos com PTB foi
843,2ppm e nos bufalos negativos 669,9ppm. Segundo Un-
derwood (1977) teores de Fe entre 181-380ppm sdo consi-
derados normais e valores acima de 381ppm aumentados.
No presente estudo os teores de Fe estavam aumentados
tanto nos animais do Grupo 1 quanto nos do Grupo 2, sen-
do que nos bufalos com PTB, esses valores foram aproxima-
damente 20% maiores quando comparados aos do Grupo 2
(Btifalos sem paratuberculose). E importante salientar que
o excesso de ferro nos tecidos, principalmente no figado,
pode significar apenas hemossiderose, que ocorre na de-
ficiéncia de Cu, e que foi observada nos bufalos do Grupo
1 deste estudo. Porém, como os teores de Fe estavam au-
mentados tanto nos animais deficientes como nos subdefi-
cientes 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 con-
siderado um antagonista do Cu e interfere na sua absorcao.
Lounis et al. (2001) afirmam que uma dieta rica em Fe pode
aumentar o nimero de Map e assim agravar o quadro clini-
co de PTB nos animais. Desta forma o excesso de Fe nos ani-
mais positivos poderia ter causado pelo menos dois efeitos
deletérios, o primeiro associado a antagonizac¢io da absor-
¢do do Cu e segundo, poderia ter servido como substrato
para o crescimento e multiplicacdo de Map e assim favore-
cer o agravamento do quadro clinico de PTB nos bufalos.

Com relagdo ao quadro de emagrecimento observado
nos animais sem paratuberculose (Grupo 2), 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 os
baixos teores de alguns minerais, causando uma deficiéncia
subclinica, como foi observado em alguns bufalos sem
paratuberculose (Bufalos 8, 11 e 12). De acordo com
Tokarnia et al. (2010) as deficiéncias de energia e proteina
sdo as que causam os maiores prejuizos.

CONCLUSAO

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