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RESUMO

YAMASAKI, Elise Miyuki. Aspectos clinico-patoldgicos da paratuberculose erabanho
bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. 81p. Dissertacdo (Mestrado em Patologia
Animal). Universidade Federal Rural do Rio de Jane&eropédica, RJ, 2010.

Descreve-se 0s aspectos epidemioldgicos e clirtaémicos da paratuberculose em um
rebanho bovino leiteiro no municipio de Rio Clamegido Sul-Fluminense, Rio de Janeiro.
No periodo de 2006 a 2009, oito vacas adultas da @irolanda apresentaram diarreia
cronico-intermitente, perda de peso progressivpetite normal. A necropsia observou-se
vasos linfaticos subserosos proeminentes, linfomadesentéricos aumentados de volume,
umidos ao corte, serosa do intestino com aspedtadm e cerebréide, mucosa espessada,
pregueada e com aspecto microgranular. Em esproiayodeno havia lesdes polipdides na
supeficie da mucosa. A microscopia, desde o duodtno intestino grosso, havia acentuada
inflamacdo granulomatosa difusa, marcada dilatad@® vasos linfaticos no apice das
vilosidades, linfangiectasia e linfangite granulémsa na submucosa, muscular e serosa,
alteracOes também vistas nos linfonodos mesensericooloracdo de Ziehl-Neelsen revelou,
variavel quantidade de bacilos alcool-acido restste no interior de macrofagos, células
gigantes de Langhans e livres na mucosa e submudcos#estino delgado e grosso e em
linfonodos mesentéricos. A lamina propria da mucesacipalmente do jejuno e ileo de
alguns animais, apresentava acentuada hipertrafialesdes polipéides correspondiam a
marcada hipertrofia da muscular da mucosa, hipgglie glandulas duodenais e intestinais.
Mycobacterium aviunsubsp.paratuberculosidoi isolado em cultivo bacteriano a partir de
amostras de fezes, raspado de mucosa intestiegeeel identificado pela técnica de PCR
IS900. Através da avaliacdo soroldgica semestedni analisadas 298 vacas, a partir de trés
anos de idade, e observou-se cerca de 40% de anmeagentes ao teste ELISA indireto no
periodo estudado. O diagnéstico da paratubercufosebaseado nos dados clinico-
patoldgicos, sorologia, isolamento e identificaddcagente em amostras de fezes, raspado de
mucosa e leite, através do cultivo bacteriano e FBBR0. Apos implementacdo de medidas
de controle, tais como eliminacdo de animais deerabate seletivo dos soropositivos,
separacdo dos bezerros ao nascer com utilizagakwadeo de colostro, observou-se
diminuicdo da ocorréncia de casos clinicos no iedate seis casos por ano para cerca de um
caso por ano, em trés anos de estudo.

Palavras chave:Bovino, Mycobacterium aviursubspparatuberculosispatologia.



ABSTRACT

YAMASAKI, Elise Miyuki. Clinic-pathological aspects ofparatuberculosis in dairy cattle

in Rio Claro county, Rio de Janeiro State81p. Dissertation (Master Science in Animal
Pathology). Instituto de Veterinaria, Departamet¢oSaude Publica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

The epidemic and clinic-pathological aspects ofipdrerculois in a dairy cattle herd in the
Rio Claro county, southern Rio de Janeiro regioa described. In the years 2006-2009, eight
adult cows presented chronic-intermittent diarrtedaipnic weight loss and normal appetite.
At necropsy, the subserosal lymphatics were proemiiand dilated, mesenteric nodes were
enlarged, and intestinal mucosa was corrugatedkehed and of microgranular aspect.
Especially, in duodenum, was observed polipoid®iesin mucosa surface. Histopathology
revealed, from the duodenum to the rectum, sevadedédfuse granulomatous inflammation
of the lamina propria and submucosa, broadenedietaorced villi, marked dilatation of the
lymphatic vessels in their apex, lymphangioectasid granulomatous lymphangitis in the
submucosa. Ziehl-Neelsen stain revealed variableouats of acid-fast bacilli in
macrophages, Langhan’s giant cells and freely enrttusosa and submucosa of the small
intestine and colon, and in lymphnodes. Lesiorteélamina propria, particularly in the jejun
and ileum, in some animals, were severe hypertrogofipoids lesions observed in
duodenum mucosa was markedly muscularis mucosatioply , intestinals and duodenal
glands hiperplasiaMycobacterium aviunsubsp.paratuberulosiswas isolated by bacterial
cultivation of samples from feces, intestinal mwecasd milk, and identified through 1S900
PCR. From 298 cows, older than three years, theeptage of reactive animals was 40%, in
indirect ELISA test. The diagnosis of paratubersidonvas based on clinic-epidemiological
data, sorology, bacterial isolation and 1S900 P&fer the adoption of control measures, as
slaughter of sick cows and selective slaughteood@ositive animals, was observed reduction
of clinical cases in the herd, from six cases te case per year, in three years of study.

Key words: Bovine,Mycobacterium aviursubsp paratuberculosispathology.
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1 INTRODUCAO

A paratuberculose, também chamada de doenca de,J®luma enteropatia infecciosa
de natureza granulomatosa cronica e incuravelkldecrita pela primeira vez na Alemanha,
por Johne e Fronthinghan em 1895, como forma atigi tuberculose em uma vaéa
causada por uma bactéria alcool-acido resistericobacterium avium subsp.
paratuberculosigMap), que se replica nos macrofagos da laminprigr@o intestino delgado
e grosso. A doenca caracteriza-se por diarreiaaa@n intermitente, emagrecimento, queda
de producdao e da fertilidade, bem como, pelo aumdatsusceptibilidade a outras infecgdes.
Uma peculiaridade da paratuberculose é que, naiespévina, geralmente ndo € possivel
observar a manifestagéo clinica antes dos trés dmadade, bezerros que se infectam com
menos de 30 dias sdo os mais susceptiveis (HAGAB8)1A presenca de animais infectados
em estégio subclinico é o fator primordial parassaminacdo da enfermidade nos rebanhos.
Ainda ha questbes fundamentais sobre o microrganesisobre a patogénese da doenca que
permanecem sem respostas (CLARKE, 1997).

Esta enfermidade produz relevante impacto ecor®més propriedades com gado
infectado, além de interferir sobre o bem estamahi E detectada com frequéncia em
diversos paises e € reconhecida como uma das do@fgeciosas mais importantes para a
pecuaria bovina e de pequenos ruminantes (HUCHZERBRE BRUCKNER;
BASTIANELLO, 1994). Devido a lenta disseminacao @ Garater crénico, 0S prejuizos
econdmicos sdo mascarados pelas alteracdes seasndainfeccdo pelo Map, como a
mastite, disfuncbes reprodutivas e diminuicdo daodyividade (JOHNSON-
IFEARULUNDU; KANEENE, 1997a).

A paratuberculose tem importancia consideravel sdoem relacdo aos prejuizos
causados a industria leiteira, mas também devtsaivel participagdo do Map como agente
etiologico da doenca de Crohn no homem, que seteai por inflamacéao intestinal cronica
principalmente no ileo, podendo afetar outras pE e trato digestivo (CHIODINI, 1989).

Em 1956, foi recomendada uma selecao de metodgeaiticos mais adaptados aos
nossos rebanhos e um inquérito nacional da presial&a infecgcdo, com o objetivo de
elaborar medidas de controle da doenca (DACORS®GIt al., 1960). No entanto, no
Brasil, a literatura sobre a doenca de Johne &sscpontual e, na maioria dos casos, relatada
como achado patolégico em laboratérios de patoldgiauniversidades e instituicdes de
pesquisa (GOMES, 2002b). A partir de dados obtidestes estudos, revistas destinadas aos
produtores de leite publicaram artigos para evidenca importancia da
enfermidade nos rebanhos e suscitar o interessevetesinarios de campo (FONSECA,
PEREIRA, 1998; GOMES, 2002a; PITOMBO, 1999).

Endossamos as recomendagbes de Dacorso Filho @96D) e reconhecemos que,
apesar de haver relatos da doenca de Johne desslecdfh varios casos clinicos em diversos
estados, ainda ndo ha estudos epidemioldgicosiecclhatoldgicos suficientes que permitam
avaliar os danos causados pela paratuberculoserat@hos nacionais. Em face das
caracteristicas de dificil controle acreditamos gu#oenca tem uma importancia maior do
que o divulgado e pode estar subestimada, vistpajpartir de informacdes que obtivemos
em propriedades da regido Sul-Fluminense, logo afpdieio da sintomatologia clinica tipica
da doenca, ou seja, diarréia cronica ndo respomstvaiamentos convencionais, oS animais
séo destinados ao abate, no intuito de evitar jggLecondmicos com a venda da carcacga. Os
produtores que reconhecem a impossibilidade de argeldos sintomas mesmo apos o
tratamento, procuram abater o animal o mais rapmdssivel, conduta que mantém a
enfermidade sem diagnostico no rebanho e contgfama a disseminacdo do Map no
ambiente.



Estudos mais amplos sdo necessarios para esclasei@os no intuito de minimizar os
prejuizos e possibilitar a implementacdo de medittasontrole e profilaxia que favorecam
ou, pelo menos, nao interfiram nos indices de oresto da pecuaria leiteira no Estado do
Rio de Janeiro.

Dessa forma, neste estudo pretendeu-se:

= Caracterizar 0os aspectos epidemioldgicos e clipatoldgicos da enfermidade no rebanho
estudado;

» |solar e identificar dMycobacterium aviursubsp paratuberculosisem amostras de tecido
intestinal, fezes e leite dos animais de um rebdmbwno leiteiro, através de cultivo
bacteriano e PCR 1S900;

» Estudar a frequéncia de animais reagentes ao E3®A para deteccdo de anticorpos
contra o Map, através do monitoramento sorologéroestral do rebanho;

* Implementar estratégias de controle da infeccdandis reduzir a ocorréncia de casos
clinicos;

» Obter dados que, em estudos futuros, auxiliem mapoeensdo da disseminacdo da
paratuberculose em propriedades da regido em quedizado este estudo e em outras
regides do estado e do pais.



2 REVISAO DE LITERATURA

A paratuberculose esta presente nos cinco comdimien € considerada endémica em
algumas regides pela Organizacdo Internacional meo&tias. Possui importancia socio-
econbmica e em saude-publica, cujo controle é sédespara o comércio internacional de
animais e alimentos de origem animal (OIE, 2009a).

Ha grande variacdo na estimativa da prevaléncia irdaccdo (JOHNSON-
IFEARULUNDU; KANEENE, 1997a) e, devido a sua naaaénsidiosa € considerada uma
potencial ameaca a indastria animal (STABEL, 1998).

2.1 Historico da paratuberculose no Brasil

O primeiro registro da enfermidade no Brasil fealizado por Otavio Dupont, em
animais da raca Flamenga importados da Bélgica@&stado do Rio de Janeiro, no entao
Posto Zootécnico Federal em Pinheiro, e divulgadavés da publicagdo de uma nota no
Jornal do Commércio do Rio de Janeiro em 05/11/1PP&ORSO FILHO et al., 1960).

Em 1956, Santos e Silva relataram a doenca, etourn de seis anos de idade, da raca
Holandesa, importado da Holanda com um ano e meioddde para uma fazenda no
municipio de Barra Mansa, Estado do Rio de JanEstes fatos sugerem fortemente que a
enfermidade era exotica e foi introduzida no paesvas de animais importados.

Em 1960, Darcorso Filho et al., diagnosticaramoanga através de exames clinico-
patolégicos em dois bovinos nascidos e criadosstadé do Rio de Janeiro, um no municipio
de Petropolis e outro no bairro de Bangu, muniadioidrio de Janeiro.

Silva e Pizelli (1961) observaram a paratuber&ilesm um bovino nacional da raca
Jersey, pertencente a uma propriedade situada nwipio de Petrépolis, Estado do Rio de
Janeiro. No mesmo ano, Silva (1961a) isolou, pelagira vez no Brasil, dycobacterium
paratuberculosisa partir de suspensdes de ganglios linfaticos né&seos de bovino. O
isolamento foi feitaem meio de cultura Hohn. Também no mesmo ano, EiB&lb) isolou a
micobactéria em ovos de galinha embrionados, ar pat suspensdo do mesmo material
relatado por Silva (1961a) e constatou a suscégtlle da espécie a infeccdo. Novamente
Silva, em 1968, reproduziu a paratuberculose emogvatraveés de inoculacao, por via oral,
de emulsdo de ganglios linfaticos mesentéricos eosau intestinal provenientes de um
bovino com a doenca de Johne.

Posteriormente, Portugal et al. (1979) relatarams dasos da doenca em bovinos no
Estado de Santa Catarina, primeiro em um tour@gka KNormanda nacional, de cinco anos de
idade, no municipio de Brusque, e o segundo casajrea fémea Holandesa importada da
Holanda em Floriandpolis.

Outro caso clinico da enfermidade foi descritoRio Grande do Sul (RAMOS et al.,
1986); o diagnostico foi comprovado em um tourcalz holandesa, doador de sémem em
central de inseminacao artificial, pelo isolamesticagente.

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

Poester e Ramos, em 1994, no Rio Grande do $uhdeziram a doenca de Johne em
caprinos inoculados, por via oral, com emulsdo decasa intestinal de bovino com
paratuberculose.



Em 1996, Riveira observou através da sorolog@eaenca da enfermidade em cinco
propriedades no Mato Grosso do Sul e estimou quea B&,5% de animais reagentes ao teste
ELISA. Ja no Estado de Séo Paulo estimou, o mesioo, 5% de soropositivos.

Em 1999, Driemeier et al. descreveram oito cadoscos de paratuberculose no
municipio de Capela de Santana, Estado do Rio @rdadsul, com historico de importacéao
de vacas da Argentina.

Fonseca et al. (2000) relataram que 37,9% dassviram soropositivas no teste
ELISA em 20 rebanhos no Estado de Sao Paulo.

No Rio de Janeiro, Ferreira, Fonseca e Lilenba@0X), detectaram anticorpos contra
Mycobacterium paratuberculosam 45 propriedades localizadas em diversos muoscio
Estado do Rio de Janeiro, através do teste ELIS#ark encontrados 18% de animais
reativos distribuidos em 82% das propriedades.

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

No mesmo ano, Dias et al. (2002) isolaram o Mapateir de fezes de bovinos
procedentes de um rebanho da Paraiba. O isolarf@nfigito na Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG).

Cunha et al. (2003) descreveram um caso da erdfad®j em bovino macho de cerca de
quatro anos, da raca Blond D"Aquitane, no EstadGalas. Neste mesmo ano, Ferreira et al.
(2003) relataram a ocorréncia de paratuberculoseredranho bovino, no municipio de
Resende, Estado do Rio de Janeiro. O diagnosticbafseado nos testes ELISA, cultivo
bacteriano e histopatologia.

Em 2005, Silva relatou a paratuberculose em losvite corte em diversos municipios
do Estado do Para. Ainda em 2005, Acypreste etleiectaram em Goiania, 60,24% de
animais soro-reagentes em 166 amostras ao tes®AEHoram avaliadas 23 propriedades
leiteiras e todas apresentaram animais positivos.

Ristow et al. (2006), no Rio de Janeiro, relatasadoenca através da sorologia, cultivo
microbiano e exames anatomo-histopatoldgicos, éanfe bovino.

Em 2007, Mota et al., diagnosticaram a enfermidadeaebanhos leiteiros na regido de
Zona da Mata em Pernambuco, através do isolameragehte, sorologia e exames anatomo-
histopatolégicos.

Em 2008, Oliveira et al., descreveram dois caogaratuberculose em bovinos no
Estado da Paraiba. O primeiro era uma fémea mekig@s anos, do municipio de S&o José
de Pinharas, oriundo recentemente do Estado doambucto, e o segundo, um macho
holandés de trés anos oriundo do municipio de Bessa

Em 2009, Mota et al. relataram a ocorréncia datpberculose em rebanho bovino
leiteiro da raca Gyr na Paraiba.

Os Estados brasileiros com relatos da enfermidati® ilustrados na Figura 1.
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Figura 1. Estados brasileiros com relatos da ocorrénciaadatyberculose até
20009.

Apesar do baixo numero de rebanhos ja testadosasderando o tamanho do rebanho
brasileiro, as estimativas sao relativamente adtlasespecial, quando comparadas as taxas de
prevaléncia internacionais (GOMES et al., 2002).

2.2 Aspectos epidemioldgicos

A doenca afeta principalmente bovinos, porémijd@ifgnosticada em ovinos, caprinos,
ruminantes silvestres, equinos, suinos, coelh@pasas (OlEa). Tanto bovinos como outras
espécies podem ser portadores assintomaticos do pimgipal forma de introducdo da
doenca em rebanhos livres. A infeccao geralmermig®0os primeiros meses de vida; porém
a doenca se manifesta com maior freqiéncia, enges2anos de idade e ocasionalmente,
animais jovens sao afetados. Os bovinos que adoemmalmente sao aqueles infectados
nas primeiras semanas de vida (HAGAN, 1938; TAYLQ@B53); dos animais infectados,
alguns desenvolvem a enfermidade e outros, em saiaria) eliminam o agente sem
apresentar os sintomas. A ocorréncia da doenceneata € maior do que 5% em animais
adultos e a mortalidade é menor que 1% ao anan&ste que num rebanho, para cada caso
clinico de paratuberculose existam entre 15 a #has subclinicos (SWEENEY, 1996).

Atualmente no Brasil, pode-se afirmar que a imgg@d de bovinos infectados néo é
mais considerado um aspecto epidemioldgico imptaiadevido a variados relatos da
paratuberculose em animais nascidos e criados r® (@RRIEMEIER et al., 1999;
FERREIRA; FONSECA; LILENBAUM, 2001; GOMES et al, @0, MOTA et al., 2007,
RAMOS et al., 1986).



Alguns fatores podem contribuir para a maior spiscdidade dos animais jovens a
infeccdo pelo Map:

(a) pH: Bezerros lactentes possuem maior acidestinal comparado aos adultos, fato
que favorece a sobrevivéncia da micobacteria (RIRES, 1981).

O pH do solo pode influenciar na gravidade dosisiglinicos, rebanhos criados em
solos alcalinos podem apresentar alta incidénciaféacdo com poucos casos clinicos, ao
contrario de locais com solos acidos onde ha registie ocorréncia de sinais clinicos
acentuadosEste fato esta aparentemente relacionado ao efeipdi na assimilacao do ferro
pelo Map; ou melhor, um ambiente acido aumentapdacéo do ferro pela micobactéria
(JOHNSON-IFEARULUNDU; KANEENE, 1997b).

O ferro € um elemento essencial para a maioriabdaterias, sua disponibilidade e
sequestro estdo associados com a viruléncia evbaimeia bacteriana. Bactérias e fungos
produzem receptores de membrana especificos paraneporte do ferro, e excretam
siderdforos, complexos solUveis de ferro, que sgdaclos por receptores de membrana da
bactéria e, posteriormente liberados na célulahmnolise do quelador (BARCLAY, 1985
apud JOHNSON-IFEARULUNDU; KANEENE, 1997a). A mamrdas espécies do género
Mycobacteriumspp produz dois sideréforos: micobactina e exaqadSNOW, 1970; FISS;
YU; JACOBS, 1994 apud GOMES, 2002b). O Map néao prochicobactina o que o torna
incapaz de sequestrar o ferro fora do hospedesta;dependéncia foi comprovada “in vitro”
através da adicdo de concentracdes elevadas deofesuplementacdo com micobactina ao
meio de cultura. A dependéncia a micobactina nércéisiva do Map, outras espécies tais
como M. avium subsp.silvaticum e outras cepas del. aviumtambém apresentam esta
caracteristica (COCITO et al., 1994). Lambrecht @lis (1992) demonstraram que a
alteracéo do pH do meio e a concentracao de faefieenciaram o crescimento do Map na
auséncia de micobactina, e relataram crescimemm @&m pH entre 5,5 e 6,0. A dependéncia
a micobatina pode ser substituida pela acdo de @tacentraces de ferro no meio artificial
de cultivo (COCITO et al., 1994).

(b) O colostro ingerido pelos bezerros contémsaiéores de lactoferrina e transferrina
(MOMOTANI et al., 1988b). Tais proteinas possuendoa@ntimicrobiana REVILLION,
200?) porém aumentam a sobrevida do Map, pois formamptExos moleculares com o
ferro utilizado pela micobactéria para a producd micobactina, tanto pelo Map
(MOMOTANI et al., 1988a) como por outras bactériass como, coliformes, salmonelas e
pseudomonas.

(c) Anticorpos maternais presentes no leite podgimcomo opsoninas, e auxiliam na
entrada da micobacteria nas células M e enter6@@VIOTANI et al., 1988b).

(d) Outras condicdbes como carga de microrganismaacde, estresse, doencas
imunossupressivas e periodo pos-parto sdo condaefatores desencadeantes do processo e
influenciam na susceptibilidade dos animais a géec(CHIODINI; VAN-KRUININGEN;
MERKAL, 1984; STABEL, 1998). O confinamento € untoiade alto risco, pois ha grande
contaminagdo do ambiente com fezes de animaistadfes. No pasto, o agente persiste por
longos periodos e em condi¢cOes favoraveis, e pedagmecer infectante por mais de um
ano; a micobactéri& sensivel a luz solar e ao ressecamento e suevs@rcia é reduzida
por contato constante com fezes e urina no ambigd@®HNSON-IFEARULUNDU;
KANEENE, 1997b)



2.3 Patogenia

A principal via de infeccdo é a oro-fecal, atrawssingestdo de colostro ou leite,
alimentos e agua contaminados com fezes contendp (@&IODINI et al., 1984;
SWEENEY, 1996). Pesquisadores relataram a ocoa@ucMap no Utero e placenta de vacas
infectadas, portanto ndo se deve descartar podaiigls de infeccdo fetal (SWEENEY;
WHITLOCK; ROSENBERGER, 1992). O indice estimado idfeccdo fetal é de 37% e
8,6%, para fémeas com e sem sinais clinicos, regpeente, e esta possivelmente associada
aos estigios mais avancados da doenca, quandoea fg§estante é portadora de grande
quantidade de microrganismo; nestes casos o Map g&dcultivado do colostro e do leite,
fato que aumenta as possibilidades de infeccacederims pelo consumo destes alimentos
apos o nascimento (SWEENEY, 1996).

Apods a ingestdo, o Map € fagocitado pelas célMagresentes na mucosa do ileo
(semelhante ao que ocorre com outros agentes ehitaes, a exemplo daalmonelly A
funcéo das células M é recobrir as placas de Reymnsportar macromoléculas e antigenos
da barreira epitelial do l[imem intestinal para cdde linfoide. As células M séo via de
infeccdo para alguns patdgenos, assim como viaegsa para 0 antigeno, na iniciacdo de
respostas imunoldgicas de protecdo (WOLF; BYE, 1984 micobactérias séo transferidas
da lamina prépria da mucosa do ileo para os maygpéfdMOMOTANI et al., 1988a). O
transporte via células M € importante na fase ahida infeccdo, pois permite que o Map
alcance os macréfagos abaixo da barreira mucosatjacsdfagos infectados podem migrar
para os linfaticos intestinais e se espalham patmimnodos mesentéricos. A localizagcédo das
placas de Peyer, em maior propor¢cdo no ileo, prplécar o porqué das lesdes intestinais se
iniciarem nesta regidao (MOMOTANI et al., 1988a).aioria das micobactérias que se
encontram no interior de macréfagos, resistem astég pelo fagolisossomo, se multiplicam
livremente e permanecem intactas por mais de 5 resndBENDIXEN; BLOCK;
JORGENSEN, 1981). A presenca de acentuada inflamnggénulomatosa na mucosa
intestinal desencadeia a chamada sindrome da noécabs que diminui a assimilacdo de
nutrientes e causa a exsudacdo na luz intestinglnd® ao quadro de diarréia e
emagrecimento (BUERGELT, et al., 1978; CHIODINIakt 1984; CLARKE, 1997).

Assim como outras micobacterioses, tais como leftderculose, a paratuberculose é
considerada uma doenca dindmica em que ha perdedibstuacdes da imunidade celular ou
periodos em que ocorre resposta humoral quandcspeteiro perde resisténcia frente ao
agente. A doenca € o reflexo da reacdo imune deedego e, durante o curso da infeccao ha
periodos de remissdo e exacerbacdo da atividadeoiggica (CARRIGAM; SEAMAN,
1990). Ja na fase terminal da doenca, anergia fgegue macrofagos infectados alcancem a
corrente circulatéria e provoquem bacteremia cossahinacdo do microrganismo para o
figado, rins, pulmdes, trato reprodutor e Ubere ERWNEY; WHITLOCK; ROSENBERGER,
1992). O longo tempo de incubacao da enfermidadaifgea excre¢cdo dos microrganismos
pelas fezes, por até 18 meses, antes do iniciosimass clinicos. No entanto, a maior
quantidade de Map € eliminado quando o animal tgh es fase final da infeccdo, ou seja,
quando apresenta a diarreia (CHIODINI; VAN KRUINIEN; MERKAL, 1984).

2.4 Sinais Clinicos

Os sinais clinicos da paratuberculose, normalmecterem, na fase terminal da
doenga, em animais a partir de, aproximadamente,ashms de idade, e se caracterizam por
perda progressiva de peso, desidratacdo, apetitmahodiarreia intermitente profusa,
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homogénea, semifluida ou liquida, esverdeada rwoimjue se torna marrom escuro, nao
responsivos a tratamentos, que resultam em mo@idwal (SHERMAN, 1985).

2.5 Diagndstico

A confirmacédo da paratuberculose na necropsia seido@os achados macroscopicos
tipicos da enfermidade, demonstracdo de céluldsliéples contendo bacilos alcool-acido-
resistentes em grande quantidade nos esfregagossageccdes da mucosa ou submucosa do
intestino e no isolamento do agente em cultivodsaio (OIE, 2009b).

A caracterizacdo da enfermidade também pode savéat da deteccdo da resposta
imune do hospedeiro contra o agente bacteriano. &tedos soroldgicos, o ELISA e a
imunodifusdo em gel de agar sdo considerados testasais sensiveis no diagndstico da
infeccdo subclinica (COLLINS, 1996; STABEL, 1998).

O método de reacdo da polimerase em cadeia (FE9R)D é considerado especifico
para confirmar a presenca de Map em cultivo bagteride fezes, tecidos (COUSINS;
EVANS; FRANCIS, 1995; WHITTINGTON et al. 1999) eitee (GRANT; BALL; ROWE,
1998). Através deste método também € possivel tdetec presenca da micobactéria
diretamente das fezes (COLLINS et al., 1993) eete (GRANT; BALL; ROWE, 1998) sem
prévio cultivo, o que possibilita rapidez na coséo do diagnostico em comparag¢do ao
meétodo convencional de cultivo bacteriano depemrdelet micobactina. Além disso, este
método de diagndstico molecular é utilizado pareed@o de Map em pacientes com a
doenca de Crohn.

2.6 Achados de Necropsia

A patologia da paratuberculose é descrita em y&@spécies, porém ha predominancia
de estudos em ruminantes. Nos casos avancadosedgadde Johne observa-se marcada
atrofia de tecido muscular e gorduroso, edema giaoesubmandibular e presenca de fluidos
nas cavidades toracica e abdominalsos linfaticos nitidamente visiveis e proeminentes
devido a inflamacdo o que confere aspecto varigustendo se estender desde a serosa
intestinal até o mesentério. A linfangite, comureerdbservada, € a caracteristica
macroscopica presuntiva do diagndéstico da paratulmese a necropsia (BUERGELT et al.,
1978; CLARKE, 1997; CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKA, 1984, DRIEMEIER et
al., 1999; JUBB; KENNEDY; PALMER, 2007).

Os achados macroscopicos mais especificos ocoroeimastino delgado, entretanto
nos casos mais graves, as lesdes se estendemodéisoéeno até o reto (BUERGELT et al.,
1978; CLARKE, 1997; CHIODINI et al., 1984; JUBB; KINEDY; PALMER, 2007) e
caracterizam-se por espessamento da serosa iatestin aparéncia opaca devido ao edema
na sub-serosa; acentuado espessamento da mucosssquee aspecto rugoso e formacao de
pregas transversais em sua superficie (BUERGEL.et1978; CLARKE, 1997; JUBB,;
KENNEDY; PALMER, 2007). Driemeier et al. (1999) sataram para a diferenciacdo da
aparéncia corrugada adquirida logo apds a mortielal@vpersisténcia do peristaltismo, com o
aspecto que € caracteristico da doenca; segundom&te (1990), nos casos de
paratuberculose, ao estirar uma porgcédo da alcatimié esta aparéncia ndo desaparece. Os
linfonodos mesentéricos ileo-cecais encontram-se edematosos e aumemtadasianho e,
ao corte, flui grande quantidade de liquido leitBJERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997;
DRIEMEIER et al., 1999; JUBB; KENNEDY; PALMER, 20p7Embora ndo seja descrito
com frequiéncia, em alguns casos chama atencdosangeede focos de mineralizagdo em
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alguns tecidos, em especial nos grandes vasos GRMESLU; DUNNE; GUSS, 1962,
DRIEMEIER et al., 1999).

Apesar de, habitualmente, as lesbes serem obssnad intestino e linfonodos, a
infeccdo generalizada foi descrita em bovinos, @vie caprinos, comprometendo figado,
baco, pulmdes rins, utero, placenta e linfonodas masentéricos (JONES; HUNT; KING,
1997; SILVA, 1968).

2.7 LesOes Histoldgicas

As lesdes histoldgicas observadas na paratubsecekido localizadas, comumente, nos
intestinos delgado e grosso e linfonodos mesentriObserva-se infiltragcdo de elementos
histiocitarios de nucleos vesiculosos, cujas c8lgi@ volumosas, os seus limites ndo sao
nitidos; entre elas encontram-se numerosas cétulédtsnucleadas, ou seja, gigantécitos de
Langhans. De permeio com o infiltrado difuso ddidi#tos e gigantécitos véem-se células
linfocitarias e menos frequentemente, plasmocitass infiltrados sdo abundantes na mucosa
e submucosa do intestino que comprimem os tuboslglares da mucosa, que se mostram
reduzidos em numero e didmetro, nas zonas maisamense infiltradas. Nas camadas
musculares observam-se raros acumulos desses &srhétiocitarios uni e multinucleados,
assumindo por vezes aspecto granulomatoso quewafas feixes musculares lisos e séao
envoltos perifericamente por linfocitos. Na subsaraencontram-se capilares linfaticos
dilatados e ocupados, na sua luz, por aglomeradss mdesmas células fagocitarias
uninucleadas e gigantocitarias. Nao ha necroselesdes erosivas ou ulceradas na mucosa
intestinal (BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; BRSO FILHO et al., 1960).

Nos preparados corados pela técnica de Ziehl-Neelgéem-se numerosos
agrupamentos de bacilos alcool-acido resistentssjbadiidos irregularmente no citossoma
dos gigantécitos e histiécitos. Esses acumulos eotop de bacilos, pequenos e grossos, dao
caracteristica especial aos cortes tratados perre€sdo, que permite identificar a presenca
do Map, mesmo a pequeno aumento microscépico,dabatidade de germes (BUERGELT
et al., 1978; CLARKE, 1997; COETZER; TUSTIN, 20¥ACORSO FILHO et al., 1960).

Observam-se ainda vasos sanguineos intestinaie mhilatados repletos de hemacias
assim como ectasia dos vasos linfaticos da sulzsdmsitestino e mesentério e ocupados por
rede de fibrina ou por elementos histiocitariogeg énfiltrados sdo, na sua maioria, formados
por linfécitos assinalando-se de permeio rarosragilas e raros plasmocitos. E importante
assinalar a frequéncia desses infiltrados linfacsaem torno e no interior dos ganglios
nervosos submucosos (plexos de Meissner) dissaciauds células e produzido-lhes
processos regressivos. Tais infiltrados sédo rarteremcontrados nos plexos mioentéricos de
Auerbach nos feixes musculares lisos. Essa reaimatoria inespecifica, desprovida de
germes &cido &lcool resistentes é muito intensddanN&ao foram encontrados evidéncias de
lesGes histolégicas em outros o0rgaos que pudesserpselacionados com a etiologia da
doenca em causa (BUERGELT et al., 1978; CLARKE,719DACORSO FILHO et al.,
1960).Observa-se menor riqueza de linfocitos nas secqiEs ganglios linfaticos;
prevalecem as areas claras, mais acentuadas @a w@mgtical com o desaparecimento dos
foliculos linfoides e atrofia dos corddes linfascdNota-se a substituicdo da zona cortical por
infiltrados difusos das mesmas células macrofagicasn numerosos gigantocitos,
distribuidos ao acaso. Pode ser observada aaghlr destas mesmas células na zona cortical
e paracortical dos linfonodos mesentéricos (CHIODdNal., 1984, DACORSO FILHO et
al., 1960; DRIEMEIER et al., 1999; KREEGER, 199K)oloracdo especifica aqui, também
evidencia bacilos &lcool-acido resistentes no Gpa desses fagocitos (BUERGELT et al.,
1978; CLARKE, 1997; COETZER; TUSTIN, 2004; DACOR&QHO et al., 196D



2.8 Tratamento

N&o ha tratamento comprovado contra a paratulsmeuanimal. O uso de drogas
antimicobacterianas ameniza o0s sinais clinicosexaecao do microrganismo nas fezes,
porém ndo é capaz de eliminar completamente ac&afe¢JOHNSON-IFEARULUNDU,;
KANEENE, 1997).

2.9 Controle

Além do longo periodo de incubacédo e ausénciandéssclinicos nos estagios iniciais
da doenca (neste periodo os animais j& excretamicabattéria nas fezes), o lento
desenvolvimento das lesdes intestinais e a inaefi@édos métodos diagndsticos contribuem
para a dificuldade tanto no diagnostico quanto owotrole da doenca (CHIODINI, VAN
KRUININGEN; MERKAL, 1984;).

As medidas de controle mais frequentemente preadas se referem a rotina de
higiene das instalacdes apos cada ordenha, a s@pata bezerros de animais adultos e a néo
alimentac&o dos bezerros com colostro e leite piewge de vacas infectadas (CHIODINI et
al., 1984), bem como a realizacdo de testes seaizegtara de identificacdo dos animais
reativos.

Embora as vacinas néo proporcionem imunidade @asalas reduzem o numero de
animais com sinais clinicos e a quantidade de mgarasmos eliminados nas fezes
(SHERMAN, 1987). Séo utilizadas em regides ondaratpberculose acarreta perdas sérias e
visa reduzir a ocorréncia de casos clinicos noantets. Sua maior desvantagem € a forte
interferéncia nos resultados dos testes imunol&giqae inviabilizam tanto a deteccao de
animais infectados por Map (fontes de infeccaontpuae animais com tuberculose bovina
(MUSKENS et al.,, 2002). A interferéncia da respostaune gerada pela vacinagéo
inviabilizaria seu uso no Brasil, onde a ocorrérdgatuberculose bovina é bem elevada e,
portanto a vacinagéo poderia gerar resultados-falsaivos nas provas de intradermorreacao
tuberculinica, levando animas sadios ao abate atbrig desnecessario (LILENBAUM,
2000).

O controle requer tempo e ado¢édo de medidas diséagsam as condi¢cdes do rebanho
afetado. Para reduzir a ocorréncia de casos ctirsigo necessarios de dois a cinco anos, sédo
gastos trés a sete anos para diminuir a prevalécsete a quinze anos para eliminar a
infec¢do. Para iniciar um programa de controlecesario estimar a prevaléncia da infeccéo
no intuito de avaliar a magnitude do problema. lissecomenda-se testar todos 0s animais
com idade superior a dois anos e descartar os@itieps juntamente com suas crias, com
possibilidade de vendé-los para o abate e manizraesa livre de ruminantes, durante mais
de dois anos e repor uma populagdo comprovadanmiemée do agente (JOHNSON-
IFEARULUNDU; KANEENE, 1997a; SHERMAN, 1987; SWEENEYWHITLOCK;
ROSENBERGER, 1992). Devido a maior tendéncia darénoia da paratuberculose em
solos acidos, é recomendada calagem para aumentpH alos solos (JOHNSON-
IFEARULUNDU; KANEENE, 1997b).
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2.10 Doenca de Crohn

A doenca de Crohn se caracteriza por inflamagaoufpmatosa crénica nao caseosa
que, por vezes, é acompanhada de Ulcera e fistulagénsa (SELBY, 1999), e se estende
para os linfonodos intestinais e os vasos linfaticAfeta qualquer porcdo do trato
gastrointestinal, desde a boca até o anus, no tentarregido do ileo terminal é mais
frequentemente afetada (Figura 2). Similaridadeseea paratuberculose e a doenca de
Crohn, foram observadas por Dalziel em 1913, eeposinente por Crohn et al. em 1932. A
etiologia desta enfermidade é ainda desconhecidenp combinacédo entre influéncias
genética, ambiental, imunoldgica e microbiana teto sugerida para o desencadeamento da
enfermidade.

Ascending

colon Crohn's colitis

ulcers

A Descending
Appendix \ j 4 colon

Crohn's ileitis

CROHN'S DISEASE

Small intestine

Figura 2. Esquema indicando as por¢@es intestinais comumente
afetadas em pacientes com a doenca de Crohn
(HEALINGWELL, 200?).

Os sinais clinicos em geral se caracterizam prtaperénica de peso, dor abdominal e
diarreia (CHIODINI, 1989), que variam de acordo comocal afetado. As lesbes sao
frequentemente segmentares, com espessamento etk @l intestino devido ao edema e
inflamacg&o da submucosa; pacientes com lesdegma@presentam sinais clinicos de enterite
e perda de peso progressivo semelhantes a aperaticitla, ja pacientes com lesées em célon
desenvolvem dores abdominais, diarreia e frequesrtesrthemorragia. As alteracdes causadas
pela inflamacdo geralmente provocam acentuadaskBbipue leva a estenose intestinal e
ulceracdo que progride até a formacéao de fistM&SKEFIELD et al., 1991 apud CLARKE,
1997).

A doenca de Crohn possui similaridades patologicasn a forma tuberculdide
(paucibacillary) da paratuberculose no que dizes@s alteracdes crbnicas granulomatosas
nao caseosas das lesbes que acometem a paretieahtesecidos linféides adjacentes. No
entanto, ulceracao e fistulagdo ndo sao tipicgmo#uberculose em bovinos; acredita-se que
0 agente pode provocar diferentes graus de reag@diferentes espécies (CLARKE, 1997).
Vale ressaltar ainda, que ha relatos da ocorréeialceras em alguns poucos estudos de
infeccdo experimental em bovinos (TAYLOR, 1953)stdHiogicamente, as lesGes da doenca
de Crohn séo caracterizadas por granuloma ndo stgseom a presenca de agregados de
células epitelidides, células gigantes de Langleairgocitos, que se infiltram da mucosa até
a serosa.
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Mycobacterium aviunsubsp.paratuberculosidoi isolado em pequena proporcao de
pacientes através do método convencional de cuiaeteriano, no entanto, através do uso da
técnica de PCR e métodos de cultivo liquido moalifa; 86% dos pacientes apresentaram
resultados positivos para a presenca do microngasifCOETZER; TUSTIN, 2004). Outras
doencas inflamatorias intestinais sdo semelhaat@® tha clinica quanto na patologia, no
entanto, colite ulcerativa acomete principalmentaucosa, e € acompanhada de infiltrado
mononuclear difuso na lamina propria e inflamacas glandulas das criptas. A tuberculose
intestinal pode mimetizar a doenca de Crohn, gudéan causa ulceracdo intestinal e fibrose,
mas a presenca de tubérculos caseosos e BAAR, 8 tuberculosis normalmente
possibilita o patologista na distincdo entre assdeafermidades. Espécies e avium
oportunistas podem produzir lesbes granulomatosapacientes imunossuprimidos, como
por exemplo, na sindrome da imunodeficiéncia attpu(iCLARKE, 1997).

Tratamentos com drogas imunossupressoras e rensgGégica da porcao intestinal
afetada sdo recomendados para controlar os sintdema®enca de Crohn, porém nao se
conhecem meétodos curativos da enfermidade. Apesasud etiologia ser desconhecida,
evidéncias epidemiologicas indicam que a exposigio individuos geneticamente
susceptiveis durante a infancia, a fatores micléicos, quimicos e/ou ambientais,
favorecem o desenvolvimento da doenca. E necessériestudo epidemiolégico amplo,
com técnicas moleculares rigorosas para desvendaalacausa da doenca de Crohn e
determinar se o Map tem significado etiolégico @nilm ou se € apenas um invasor
secundario (CLARKE, 1997).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Historico

Informacdes sobre o historico e sinais clinicosddanca no rebanho, foram obtidos
junto aos técnicos responsaveis da propriedaddasy situado no municipio de Rio Claro,
na regiao Sul-Fluminense, Estado do Rio de Jan@irmante os anos de 2006 a 2009, foram
implementadas modificagdes no manejo e alimentdgéd@nimais.

3.2 Sorologia

Entre 2006 e 2009 foram colhidas 904 amostrasgue de 298 vacas, a partir de trés
anos de idade, a cada seis meses (totalizandaaleiss), para deteccdo dos anticorpos
contra Mycobacterium aviunsubsp. paratuberculosis no teste ELISA indireto (enzyme-
linked immunosorbent assays). O sangue foi obtiopguncéo na veia coccigea em tubos
“vacutainer”. Em seguida, o material foi centrifdgae o soro acondicionado em tubos
“eppendorf’, congelado a -20°C e enviado ao LABAQMUEA UFRGS, onde foi processado.

Utilizou-se o antigeno protoplasmatico (PPA-3jilimado extraido deviycobacterium
sp (Allied Monitor). As placas de ELISA (Immulon B foram sensibilizadas com 50uL
antigeno (10mg/ml) diluidos em 10mL de tampéo aaatm0,05M, pH 9,6 e incubadas a 6°C
por no minimo 6 horas. Em seguida foram lavadassmotdo salina “tween” por trés vezes.
As amostras de soro foram diluidas e adsorvidagiad volume (200uL), em uma suspensao
de M. phlei (5mg/mL) e permaneceram por 8 horas sob refrigeragdpds serem
centrifugadas a 2000 rpm por 3 minutos, 40uL doeswrante foram diluidos em 2mL de
PBS/tween80/gelatina (PB&G), resultando numa diluicdo final de 1:100. O sateorvido
e diluido (100uL) foi colocado a cada poco da pkmsibilizada, em triplicata, e as placas
foram incubadas por 1 hora a 6°C. Em seguida, féaseadas por trés vezes com PB&I a
6°C e secadas. Adicionou-se entdo 100uL de conmpug@andi-lgG bovino (Sigma) com
peroxidase produzido em coelho, diluido a 1:2000€olecado em cada poco da placa,
incubando-as durante 1 hora sob refrigeracdo. Ags8e tempo, as placas foram lavadas
rapidamente com PBSJG por trés vezes e 100uL de solugéo tampéo cipdtd contendo
15uL de substrato ABTS ([2,2]azinobis[3-ethyl]bdmazolin sulfonic acid) e 35uL 4@,
foram adicionados a cada poco e incubadas a 20°PCegooa de 10 minutos. Finalmente,
realizou-se a leitura em espectofotdmetro, utiliitase leitor de ELISA (Labsystems
Multiskan MCC/340) com filtro 405 nm; os valoresdm considerados quando a densidade
Optica do controle positivo atingiu 0,220L8%, e o controle negativo, 0,060.

A amostra foi considerada positiva quando a médgtrés densidades 6pticas (DO) da
amostra testada, dividida pela média dos trésesldo controle negativo (indice ELISA), foi
igual ou superior a 2,1, suspeito quando obteviexdiee ELISA entre 1,5 a 2,0 e negativo
quando o valor foi de 1,0 a 1,4.

3.3 Isolamento Bacteriano
3.3.1 Isolamento bacteriano a partir de amostrafecais

Entre 2006 e 2008, foram realizadas quatro coldgafezes; nestas, 203 amostras de
cerca de 100g de fezes foram coletadas diretardardenpola retal das vacas, acondicionadas
em potes plasticos com tampa, identificadas, int@aiente refrigeradas e transportadas ao
LABACVET da UFRGS.
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Apos a homogeinizacdo, 1 a 2 gramas de fezes fdiidas em 30 mL de agua
destilada estéril em um tubo cénico com tampa enstidos a agitacdo por 30 minutos. Em
seguida, adicionou-se 30 mL de hexadecylpyridiutoradte monohydrate a 0,9% (HPC -
Sigma Chemical Co., St Louis, Mo.) e foram colosagd@vamente em agitacao por 30
minutos e descanso para sedimentacao das particaiages por 15 minutos. Retirou-se 5 ml
do sobrenadante que foram colocados em outro eetgpe misturados a 30 ml de HPC; apés
adequada homogeinizacdo manteve-se a mistura epenaiira de aproximadamente 21°C
overnight A solugdo foi submetida novamente a centrifugagis 20 minutos; o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ragbua 1mL de antimicrobianos
(vancomicina, neomicina e anfotericina). Meio d#ivo especifico de Herrold com gema de
ovo (HEYM - Herrold egg yolk medium) foi utilizadeara proporcionar o crescimento da
micobatéria (STABEL, 1997). Utilizou-se quatro tgbpara cada amostra e em cada uma
delas adicionou-se 100 da mistura, sendo que em dois tubos adicionootsebatina J
(Allied Monitor, Inc., Fayette, MO, EUA). Os meié@ram mantidos em estufa a 37°C por um
periodo de 4 a 6 meses, sob observacao quinzenal.

Para identificacdo do Map foi considerado o terdpacrescimento, a morfologia das
colonias, coloracdo de ZN e dependéncia a micotzCOLLINS, 1996; MANNING,;
COLLINS, 2001). Para a caracterizacdo molecularMip, as colbnias isoladas foram
submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (RE&Ramplificacdo da insercdo genética
IS900 especifica do Map (WHITTINGTON et al., 1998).

3.3.2 Isolamento bacteriano a partir de amostra de led&

Coletou-se cerca de 100 mL de leite do tanquard@zenamento coletivo (quatro
ordenhas consecutivas) em recipiente de vidroikstéja amostra foi refrigerada e enviada
ao LABACVET da UFRGS, no intuito de isolar o ageoéeteriano.

O processamento foi semelhante ao do cultivo baote das amostras de fezes, com
modificagdo na concentracéo do HPC, que foi utliiza 0,7% (STABEL, 1997).

Para caracterizacdo molecular da espécie, asiasl@spladas foram submetidas a
técnica de PCR 1S900.

3.4 PCR 1S900 (Reacéao de Polimerase em Cadeia)

Apés exame visual dos meios de cultivo Herrold;-de esfregaco das colonias
morfologicamente compativeis com o Map e, em seguér-se coloracdo de Ziehl-Nielsen;
amostras positivas nesta coloracdo foram submedioldsste PCR IS900 no Laboratorio de
Genética da UFRGS.

Em “eppendorf” uma a duas coldnias foram diluidasbéulL de agua destilada estéril
e colocadas em banho maria a 100°C, por 20 minutbkzou-se o seguinte protocolo:
tampdo de PCR 1x; 10pmol de cada primer do 1S900 Map P90 (5'-
GAAGGGTGTTCGGGGCCGTCGCTTAGG) e P91 (5-
GGCGTTGAGGTCGATCGCCCACGTGAC); 0,4mM de cada dNTEBmMM de MgC}. 1UI
de taq polimerase. A amplificacédo foi realizadatabos de 5001 em termociclador com 96
lugares sob as seguintes condicdes: desnaturaigéal ohe 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
compostos dos passos de desnaturagdo a 94°C m@gB0dos, anelamento a 62°C por 15
segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e extemsabde 5 minutos. Os produtos de
aproximadamente 400pb, foram analisados e avalipdiaseletroforese a 100V em gel de
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agarose 1,5% corado com brometo de etideo, segutmica descrita por Whittington et al.
(1998), com modificacdes.

Foram utilizadas como controle positivo e negativoa cepa referéncia de Map e de
Mycobacterium bovigespectivamente, do LABACVET-UFRGS.

3.5 Necropsia e histopatologia

Durante os trés anos de estudo na fazenda, l15aignioom ou sem
sintomatologia da paratuberculose, foram necropsiaalguns deles morreram naturalmente
e outros foram eutanasiados. A eutanasia foi mddizonforme o prescrito pelas normas de
bem estar animal (Colégio Brasileiro de ExperimgimaAnimal, COBEA, lei h6.638, de
maio de 1979).

Durante as necropsias foram avaliados e coletadgmentos de diversos 6rgaos; as
amostras foram fixadas em solucédo de formol a 1@&mponada com carbonato de calcio.
Em recipientes separados e identificados, fragnseseodiferentes porgdes do trato intestinal
e linfonodos mesentéricos foram coletados, notmule avaliar o 6rgdo, desde o duodeno até
o reto. O processamento dos tecidos foi realizadlos métodos usuais para exame
histolégico, embebidas e incluidas em parafinatadass a 54 e coradas pela hematoxilina-
eosina. Cortes de todas as secc¢fes de intestifgeldes grosso, lifonodos mesentéricos e
outros 6rgdos que apresentaram infiltrado inflan@atgranulomatoso foram corados pela
técnica de Ziehl-Neelsen.
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4 RESULTADOS
4.1 Historico

Para a formacao do rebanho, gado da raca Girofanttazido de Resende, Estado do
Rio de Janeiro. Segundo informacdes obtidas, d28AB até a ocasido da nossa primeira
visita a propriedade, no inicio de 2006, cerca d& s/acas apresentaram quadros de
emagrecimento progressivo, diarréia crbnica nagoresva as terapias antidiarreicas
convencionais, antibiéticos e soro caseiro, e mamenaturalmente. Eram afetadas apenas as
vacas adultas, em fase de lactagdo ou secas. Dsdasimais acometidos foram crias da
fazenda.

A partir de 2006 outras sete vacas foram eutarasigobis apresentavam quadro
sugestivo de paratuberculose, acompanhados detenastidivante, distlrbios reprodutivos,
ou idade avangada com baixa produtividade (Tabela 1

Os animais eram alimentados com polpa citrica,/dade soja, calcario, refinazil
(subproduto protéico de milho) e monensina sodm@m vermifugados (abamectina,
ivermectina), vacinados contra raiva, brucelosptolpirose, febre aftosa e clostridioses, e
banhados regularmente com carrapaticida (amitt@zpistema de criacdo era de semi-
confinamento.

O veterinério responsével observou que nos exaraesiterculinizacdo com teste
cervical comparativo, realizados no rebanho, ne®uacentuada reacdo positiva para a
tuberculina aviaria.

ApoOs a implementacdo de medidas de controle t@msoceliminacdo imediata de
animais doentes e abate seletivo de vacas com ialiges de anticorpos no teste ELISA
concomitante a mastite recidivante, problemas thgieos ou idade avancada, separagcao dos
bezerros das vacas logo apdés o nascimento e gdibzede banco de colostro, observou-se
consideravel diminuicdo da ocorréncia de sinaisiads nos animais do rebanho, de seis
casos clinicos a cada ano para cerca de um casoogtior ano. Em 2006, apés eliminacao
daqueles animais que ja apresentavam diarreiai@ntmte ao inicio do estudo, ocorreram
mais dois casos; ja em 2007, 2008 e 2009 obsewoma vaca com diarreia em cada ano.
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Tabela 1. Historicos das vacas que foram eutanasiadas e@pmadas em rebanho bovino leiteiro com
paratuberculose no municipio de Rio Claro, RJeeP®06 e 2009.

Identificagéo o
X Historicos
do animal

493 No dia anterior a necropsia teve diarréia com &stdangue. Na face havia areas de
alopecia.

507 Diarréia cronica liquida enegrecida em jate cgssou durante alguns dias e retornou.

498 Apresentou diarréia profusa em jato por 15 diaspfwo apresentando cor e odor normais
e posteriormente escura e fétida. Notou-se emage®td progressivo, cessou a producéo
de leite, porém alimentava-se normalmente.

295 Uma semana de diarréia liquida aquosa. Emaggatd progressivo por aproximadamente
um més. Animal magro.

500 Ha aproximadamente um més animal teve diarréiae@b Emagrecimento progressivo e
mastite nos quatro quartos; o leite secou. Melhergaltou a comer.

190 Ha aproximadamente quatro meses o animal camacapresentar incoordenacdo nos
membros posteriores (“pernas bambas”). Um dia mmntér necropsia pariu uma bezerra
natimorta; foi a 42 cria. Apds o parto levantoumalmente e foi posta no pasto, onde caiu
e ndo levantou mais. Levantada com ajuda, camimamobaleante. Estava magra, um
pouco desidratada e com escaras de decubito.

335 Adoeceu com quadro de diarréia liquida, escuraidaféFoi medicada com antibidticos.

Observou-se diminuicdo da producado. Havia um awngatvolume no membro posterior
esquerdo, que segundo informagfes do técnico redpel a lesdo era proveniente de
gueda.

4.2 Sinais Clinicos

Em geral os animais apresentavam emagrecimentagssigo; estado nutricional
regular a ruim (Figura 3), apatia, diminuicdo & parada da producdo de leite, diarréia
cronica, profusa e intermitente, inicialmente veotiea, depois amarronzada e enegrecida,
eliminada muitas vezes sob forma de jatos (Figyraveéntualmente muco e estrias de sangue
eram observados nas fezes e alguns animais aesanirostracdo. Problemas reprodutivos
e de mastite recidvante, eram as complicacfesfregisentes desse rebanho.

17



Figura 3. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculoserebanho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vacas 2%8ncescore corporal ruim e
apatia.

Figura 4. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculoserebanho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 49&gma com diarréia profusa e
amarronzada, eliminada sob forma de jato.
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4.3 |solamento Bacteriano

Dentre as 203 amostras fdzessubmetidas ao isolamento bacteriano do MagHemold
egg yolk mediuntHEYM), 14 (7%) apresentaram colbnias com caré&tieas compativeis com as
do Map (Figura 5 e 6), tais como crescimento lemoloracdo alcool-acido resistente e
dependéncia & micobactina. Nas demais amostrasl@uas ndo houve crescimento do agente
apos 24 semanas de cultivo e ou a contaminacaabitizou a observacdo de colbnias tipicas de
Map.

A amostra deaspado de mucosa intestina(Vaca 174), inoculada para isolamento do
Map igualmente apresentou coldnias compativeis dam

A amostra deleite também revelou crescimento de colénias com cafsitas
morfologicas do Map.

Figura 5. Aspectos clinico-patol6gicos da paratuberculoseelmanho bovino leiteiro no municipio de Rio Claro,
RJ. Colbnias bacterianas tipicas Mgcobacterium aviumsubsp. paratuberculosis em meio Herrold com
micobactina, de amostras fecais das vacas 174 58D €B).

7%

v
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~
~

.
\

-_ . '(.
Figura 6. Aspectos clinico-patologicos da paratuberculose@yanho bovino leiteiro no municipio de Rio Claro,

RJ. Bacilos alcool acido resistentes isoladas em ierrold com micobactina, de amostras fecaisvdass 174
(A) e 500 (B).
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4.4 PCR 1S900

Das 15 amostras (14 de fezes e uma de leite) s®lach HEYM com micobactina,
apenas cinco (quatro de fezes e uma de leite) fgmasitivas para Map pela PCR 1S900
(Tabela 2).

Tabela 2 Resultado do teste PCR 1S900
das colbnias isoladas em Herrold com
micobactina, de amostras de leite e de
fezes provenientes de rebanho bovino
leiteiro com paratuberculose do municipio
de Rio Claro, RJ.

Identificacéo Resultado
da amostra PCR 1S900
Leite Positivo
509 -
242 -
352 -
1247 -
295 Positivo
0185 -
491 Positivo
298 -
500 Positivo
230 -
518 -
245 -
174 Positivo
568 -
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4.5 ELISA
Entre os anos de 2006 e 2009, 298 vacas com idade ale trés anos foram
avaliadas pelo teste ELISA indireto, para detedgianticorpos contra Map.
* Frequéncia de animais soropositivos no rebanho

Os resultados obtidos nas coletas semestrais constaabela 3.

Tabela 3. Resultado do teste ELISA para paratuberculosecdig$as semestrais em rebanho
bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ, entis anos de 2006 e 2009.

NOVEMBRO JUNHO NOVEMBRO JUNHO NOVEMBRO JUNHO

Més da coleta 2006 2007 2007 2008 2008 2009
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5 Coleta 6
Ndmero de vacas
reagentes 63 62 31 40 80 70
‘;{gg‘;y;;as 44% 55% 23% 24% 48% 40%
Total de vacas
vl ae 144 112 137 167 166 178

Foi feito avaliacdo anual, e observou-se aproximeside 40% de vacas reagentes ao
teste ELISA, no periodo estudado (2006 a 2009)ddde®s obtidos constam na tabela 4 e na
figura 7.

Tabela 4. Frequéncia anual de vacas reagentesBigura 7.  Aspectos clinico-patoloégicos da
teste ELISA em rebanho bovino leiteiro comaratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipicic
paratuberculose no municipio de Rio Claro, Rde Rio Claro, RJ. Variagdo anual da concentracdo de
entre 0s anos de 2006 e 2009. anticorpos em rebanho bovino leiteiro com
paratuberculose, entre os anos de 2006 e 2009.

ANO 2006 2007 2008 2009
Variagao anual da concentracao de anticorpos em
% de Vja(_;as 44 39 36 40 rebanho bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ
soropositivas D
| 44%
Total de : A

amostras de 144 249 333 178

soro
avaliadas

% soropositivos

2006 2007 2008 2009

Ano
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4.6 Achados de Necropsia

Durante o periodo de 2006 a 2009, foram realizaBasecropsias de vacas na fazenda
onde foi realizado nosso estudo. Destas, sete eappggam evidéncias macroscopicas de
paratuberculose (Tabela 5). As outras oito vacasopsiadas, morreram por diversas causas,
tais como, queda de barrancos, edema malignordrate membro, atolamento, abscesso
hepatico e outros, e ndo foram encontradas les@esone microscopicas compativeis com
paratuberculose.

As principais alteracbes observadas a necropsiaadosais com paratuberculose
constam nas Tabelas 6 e 7, e outros achados ifespeestao listados na Tabela 8.

Das vacas 493, 498 e 507 apenas o intestino detgédfonodos mesentéricos foram
analisados. A vaca 174 nao foi necropsiado por dWéta recebemos apenas material
destinado a exame histopatologico.

Tabela 5. Animais necropsiados com lesdes tipicas de paatulwse, em rebanho bovino leiteiro no municipio
de Rio Claro, RJ.

Identificacdo do Idade Data da Intensidade Exames SAP
animal necropsia das lesdes laboratoriais
intestinais positivos
493 6 anos 19-04-2006 +++ - 30802
507 6 anos 23-05-2006 +++ - 30810-30813
498 6 anos 06-07-2006 +++ - 30819-30821
174 nao necropsiado - +++ Histopatologia 30908
ELISA
Cultivo fecal
PCR IS900
295 5 anos 22-12-2007 +++ Histopatologia 31138-31147
ELISA
Cultivo fecal
PCR IS900
500 8 anos 09-09-2008 ++ Histopatologia 31596-31604
ELISA
Cultivo fecal
PCR IS900
190 7 anos 31-08-2008 4 Histopatologia 31588-31595
ELISA
335 5 anos 20-04-2009 +++ Histopatologia 31774-31781
ELISA

Lesdes: -: ndo observadas; s/a: ausentes; +:4evenoderada; +++: acentuada.

SAP = registro do exame histopatolégico no Setor At@tomia Patoldégica do Projeto Sanidade Animal
Embrapa/UFRRJ.
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4.6.1 Vasos Linfaticos

Os vasos linfaticoslo mesentério apresentav-se evilentes e esbranquicados (Fi¢ 8),
por vezes tortuas e em determinadas regi com aspecto varicoso, visiveis sob a <a das alcas
intestinais (Figura 9).

IT7 (P 7 P
Al Ty

-l

- p.
P i’

Figura 8. Aspectos clinicggatoldgicos da aratuberculose Figura 9.  Aspectos  clinic-patolégicos  da
em rebanho bovino leiteiro maunicipio de Rio Clai, RJ. paratuberculose enebanho bovino leiteiro nmunicipio
Vaca 190. Evidenciac&o dos vasos linfaticos do mésc. de Rio Claro, RJVaca 335. Vasos linfaticos subsero

de alga intestinal espessados, esbranquicadosuedos
(aspecto varicoso).

4.6.2 Linfonodos Mesentérico:

Os linfonodos mesentéric, em geral, estavam ntai aumentados de tamanho, Umic
brilhantes e protraidos ao corte, com a regidoicabrespessada e com areas irregular
brancacentas, de aspecto multinodular de divessoarthos; a regido medular em geral era di
marromelara, em alguns casos tbém havia esses nédulos brancéos e por vezenotou-se
acumulo de liquido esbranquicado e leitoso no seidutar (Figuras 10 a 1.

Figura 10. Aspectos clinico-patolégicos da
parduberculose em rebanho bovino leiteiro no
municipio de Rio Clai, RJ. Vaca 295. Linfonodos
mesentéricos aumentados de volu
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Figura 11. Aspectos clinic-patoldgicos da paratuberculose sghanho bovin
leiteiro no municipio de Rio Clar, RJ. Vaca 335. Linfonodo mesentéri
tumefeito, com areasaras no cortex enedular e areas marrom enegrec
com acumulo c liquido leitoso.

Figura 12. Aspectos clinic-patologicos da paratuberculose ezbanho bovine
leiteiro nomunicipio de Rio Clai, RJ. Vaca 498. Linfonodmesentérico cor
acentuado aumento de volun nédulos esbranquicados, ao code,tamanho
variados em todo parénquin
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4.6.3 Intestino Delgado

Na cavidade abdominal observavam-sealgas do intestino delgado, espessadas, com
aspecto anelado e ou cerebroéide (Figuras 13 a 15).

Figura 13. Aspectos clinico-patol6gicos da paratuberculoserelnanho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 500¢as intestinais espessadas e
com aspecto cerebroéide e anelado.

Figura 14. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculoseremanho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 33%¢as intestinais espessadas e
com aspecto anelado.
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Figura 15. Aspectos clinic-patolégicos da paratuberculose em rebanho hc
leiteiro no municipio de Rio ClarRJ.Vaca 295. Algas intestinais espessadas
aspecto cerebroéic

A abertura, cduodenc apresentava a mucosa espessada, enragageegueada, com a
superficie irregularmente avermelh (Figura 15) e em dois animais (Vacas - 507) havia
pequenas nodulées com aspecto proliferativpolipéide)(Figura 16 e 17

Figura 16. Aspectos  clinic-patolégicos  da Figura 17. Paratuberculose em um rebanho bo
paratuberculose emebanho bovino leiteiro nmunicipio leiteiro municipio de Rio Claro, kK Vaca 507. Mucosa
de Rio Claro, RJ. Vaca 49Rlucosa duodenal espessa duodenal (fixada em formol) espessada, com as|
com aspecto enrugado e com projecdes polipe com a enrugado e granular e com projecdes polip¢

superficie avermelhada.

26



O jejuno também exibia a mucosa espessada, enrugada, ceataspmelhante a gir
cerebrais, com areas difusasirregularmente avermelhadas (Figurg ©@) maioria dos anima
essas lesdes intensificava® do terco final do jejuno até o final do ileo. oato animais
(Vacas 335, 498, 50807) as placas de Peyer estavam muito evidenlemtsa e com asp¢o
de fitas (Figura 18)No final do jejuno de um animal (Vaca 335) obage-se um aspecto
finamente granular na superficie da mucosa, ohypiednferia um aspecreticulado.

Figura 18. Aspectos clinic-patolégicos da paratuberculose em rebanho bc
leiteiro no municipio de Rio ClarcRJ. Vaca 498. Mucosa do jejuno leveme
pregueada e com placa de Peyer sali

Figura 19. Aspectos clinic-patolégicos da paratuberculose em nho bovino
leiteiro no municipio de Rio ClarRJ. Vaca 335Mucosa do jejuno intensamet
espessada, pregueada e com areas avermelhadakias
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O ileo também apresentava a parede espessada e conoaspaleddo e ou cerebrdide, de
aspecto proliferativo visivel também na mucosay® iuitas vezes dava um aspecto enrugado ou
pregueado, com frequéncia se via areas avermelltifisss ou irregulares (Figuras 20 a 22).
Também nessa regido do intestino as placas de Begrarmuito evidentes, semelhante ao que se
observou no jejuno de alguns animais. Raras e pegqueodulacdes com aspecto proliferativo
(polipoide) de superficie avermelhada foi vistaileo de apenas um animal (Vaca 498). A mucosa
apresentava aspecto finamente granular (Vacas 335,498, 507) (Figura 22). O contetdo do
intestino delgado em geral era liquido e de coderaliva claro a amarelado até marrom escuro

(Figura 20).

Figura 20. Aspectos clinico-patologicos daFigura  21.  Aspectos  clinico-patolégicos  da
paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nmipimic paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipiwic
de Rio Claro, RJ. Vaca 507. Mucosa do ileo espassate Rio Claro, RJ. Vaca 498. Mucosa do ileo espassad
com aspecto pregueado, avermelhada e conteddomarcom areas avermelhadas irregulares e aspecto pdmue
escuro.

Y N v, * | B S
Figura 22. Aspectos clinico-patologicos da paratuberculose rebanho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 33%ol espessado com areas

avermelhadas, pregueado e com aspecto granular.
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Tabela 6.AlteragGes macroscopicas em vasos linfaticosptioflos mesentéricos e intestino delgado de vacagpacatuberculose em rebanho bovino leiteiro noicfpio de Rio
Claro, RJ. (Continua)

Identifi-
cacéo do
animal

493

507

498

VASOS LINFATICOS

Subserosos

mesentéricos das algas

sla

dilatados e
evidentes +

intestinais

Dilatados,
evidentes e
tortuosos +++

Dilatados,
evidentes e
tortuosos ++

LINFONODOS
MESENTERICOS

Aumentados+++ de
volume, Umidos e
protraidos ao corte, com a
regido cortical espessada,
areas irregulares e
brancacentas evidentes.
Regido medular de cor
marrom.

INTESTINO DELGADO
Duodeno Jejuno ileo

Parede espessada +++, aspe Parede espessada ++, aspe Parede espessada ++, aspecto

anelado e cerebroide vistos a anelado e cerebréide da anelado e cerebroide da serosa,
serosa, mucosa espessada + serosa; mucosa espessada - mucosa espessada ++ com
com nodulacGes de aspecto superficie avermelhada. superficie avermelhada.
polipéide, de até 0,5cm de Conteudo liquido verde- Conteudo liquido verde-oliva.

didametro, e com a superficie oliva.
avermelhada; contetdo liquid
verde-oliva amarelado.

Aumentados +++, umidos e Parede espessada, aspecto Parede espessada, com Parede espessada, com aspecto

protraidos ao corte, com a

anelado e mucosa com aspectaspecto anelado e cerebréideanelado e cerebréide, mucosa

regido cortical espessada, eproliferativo +++, pequenas mucosa espessada ++, espessada +++ e com areas

com areas irregulares e
brancacentas evidentes.
Regido medular de cor
marrom.

Aumentados +++, imidos ¢
protraidos ao corte,

marrom-claro, com a regiéas
cortical espessada e areas
irregulares, multinodulares
brancacentas evidentes, d¢
diversos tamanhos.

nodulag@es de até 0,5cm de especialmente na porcao finaavermelhadas +++ e
diametro, aspecto polipoide e +++ e com areas irregulares irregulares com aspecto
superficie frequentemente avermelhadas ++. Placas de finamente granular. Contetido
avermelhada. Contetdo Peyer evidentes, elevadas liquido verde-oliva escuro a
liquido verde-oliva amarelado. +++ com aspecto de fitas.  marrom.

Conteudo liquido verde-oliva

escuro a marrom.

Parede espessada e com Parede com aspecto anelad: Parede com aspecto anelado e
aspecto anelado e cerebroide cerebroide. Mucosa cerebroide. Mucosa espessada
Mucosa espessada +++, espessada +++, com aspect +++, com aspecto proliferativo
semelhante a giros cerebrais proliferativo, areas e granular, raras nodulacées de
de aspecto proliferativo. avermelhadas e irregulares. aspecto polipdide e areas
Conteudo liquido verde-oliva Placas de Peyer evidentes avermelhadas irregulares.
escuro a marrom. +++, salientes com aspecto Conteudo liquido verde-oliva

de fitas. Conteudo liquido  escuro a marrom.
verde-oliva escuro a marrorr

Lesdes: -: ndo observadas; s/a: ausentes; +:4evenoderada; +++: acentuada.
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Tabe

la 6.Continuacao

295

500

190

335

s/a Evidentes em Aumentados +++, imidos e Parede espessada, com asped&arede com aspecto anelado 8erosa com aspecto anelado e

algumas protraidos ao corte, com a anelado e cerebroide. areas

regibes ++ regido cortical espessada, eavermelhadas irregulares na avermelhadas irregulares na

com areas irregulares e mucosa e conteldo liquido
brancacentas evidentes.  verde-oliva.

regido medular de cor

marrom.

sla Dilatados e Aumentados de volume ++ Mucosa levemente espessad
evidentes ++ e ao corte havia pequenas com evidenciacdo das placas
tortuosos em areas esbranquicadas no de Peyer.
algumas areas cortex.

Vasos Dilatados e Aumentados de volume ++; Parede espessada e com
linfaticos do evidentes ++. ao corte havia nédulos aspecto anelado e cerebroide
mesentério esbranquicados no cortex e +. Mucosa com areas
dilatados e na medular. avermelhadas irregulares
evidentes ++. focais. Conteldo liquido

verde-oliva claro.

Dilatados, Dilatados, Aumentados +++, imidos ¢ Parede espessada e com
evidentes e evidentes e protraidos ao corte, regido aspecto anelado e cerebroide
tortuosos +++ tortuosos +++ cortical espessada, areas ++. Mucosa espessada ++,
irregulares e brancacentas semelhante a giros cerebrais
evidentes. Ao corte de aspecto proliferativo, com
observaram-se nodulos areas avermelhadas e
esbranquicados de variadc irregulares. Placas de Peyer
tamanhos no cortex. Regia evidentes +. Conteudo liquidc
medular de cor marrom, e verde-oliva
acumulo de liquido leitoso
e esbranquicado no seio
medular.

cerebroide. areas

mucosa e conteudo liquido
verde-oliva.

Parede com aspecto anelad:
cerebroide +. mucosa
espessada +, semelhante a
giros cerebrais de aspecto
proliferativo +. Placas de
peyer evidentes +, salientes
+. Conteudo liquido verde-
oliva.

cerebréide. mucosa com areas
avermelhadas irregulares e
aspecto proliferativo granular
+++ conteddo liquido verde-
oliva.

Parede com aspecto anelado e
cerebroide +. mucosa
espessada +, com aspecto
proliferativo +, areas
avermelhadas e irregulares +.
Placas de Peyer evidentes +,
salientes +. Conteudo liquido
verde-oliva.

Parede com aspecto anelado erosa com aspecto anelado e

cerebroide +. mucosa
espessada +. Contetido
liquido verde-oliva claro.

Parede com aspecto anelad:
cerebroéide +++. Mucosa
espessada +++, semelhante
giros cerebrais de aspecto
proliferativo, com areas
avermelhadas e irregulares.
final do jejuno a mucosa
tinha aspecto granular +++.
Placas de Peyer evidentes +
conteudo liquido verde-oliva

cerebroéide +. Contetdo liquido
verde-oliva.

Parede com aspecto anelado e
cerebroide +++. Mucosa
espessada +++, semelhante a
giros cerebrais de aspecto
proliferativo, com areas
avermelhadas e irregulares. a
mucosa tinha aspecto granular
+++. Conteldo liquido verde-
oliva.

Lesdes: -: ndo observadas; s/a: ausentes; +:4evenoderada; +++: acentuada.
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4.6.4 Intestino grossc

A vélvula ileoceca em geral estava edemaciada, com a mucosa espedsaakpect
granular (Vacas 295 e 335), avermelhada (Vaca @9@pm néduls hemorragicos (Vacas 2
335, 498) (Figura 23).

Figura 23. Aspectos clinic-patolégicos da pataberculose enrebanho
bovino leiteiro nomunicipio de Rio Claro, RJ. Vaca 33%alvula ilec-cecal
com ndédulos hemorragict tecidos adjcentes (ileo terminal e ce
espessados.

O ceco apresentavae dilatado, com a mucosa espessada, com arease#vaias
irregulares e acentuado aspecto graro que confere um aspecto pavimentoso a mu(Vacas
498, 295, 335) (Figura 240 conteudo era sentiguido a liquido de coleoragéo ve-oliva.

Figura 24. Aspectos clinicgpatolégicos daaratuberculose emebanho bovino leiteiro nmunicipio de Rio Claro, RJ.
(A e B ) Vaca 295. (A)Diversas areas do ceco espessadas e com aspegtdagra que confere um aspe
pavimentoso a mucos@) Visao aproximada da muco
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O colon exibia, acentuado espessamento e evidente prego&aifyacas 295 e 335)
com nodulagbes de aspecto “polipdide” (Vaca 33%juifa 25 e 26). Observaram-se ainda,
areas avermelhadas e aspecto granular da mucosas(¥83, 295 e 335). O contelido variava
de pastoso a liquido verde-oliva escuro.

PR

Figura 25. Aspectos clinico-patolégicos  dd&igura 26. Aspectos clinico-patoldgicos da
paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipisic paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no
de Rio Claro, RJ. Vaca 335. Célon distal espessamin, municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 295. Cdlon protxima
evidente pregueamento da mucosa e com proje@sgmessado, com a mucosa de aspecto granular,
polipbcomides; vé-se ainda areas avermelhagesgueada e com areas avermelhadas irregulares.
irregulares na mucosa.

O reto estava espessado, com aspecto granular e coma&eyaselhadas irregulares na
mucosa (Vacas 295 e 335) (Figura 27) e contetudelgguido a liquido.

Figura 27. Aspectos clinico-patoldgicos da paratuberculoseedranho bovino leiteiro no
municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 335. Reto com &asa espessada e superficie com
aspecto microgranular.
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Tabela 7.Alteragcdes macroscopicas do intestino grosso dasveom paratuberculose em rebanho bovino leiteiropunicipio de Rio Claro, RJ.

Identificacdo
do animal

493

507

498

295

500

190

335

Valvula ileo-cecal

s/a

s/a

Edemaciada e avermelhada

+++, com presenca de nodulos
avermelhados +++ de cerca de

1cm de diametro.

Intestino grosso

Ceco
sla

Contelido pastoso a liquido
verde-oliva escuro.

Dilatado com mucosa

espessada, edemaciada +++,

com areas avermelhadas
irregulares, com aspecto

granular ++. Contetdo liquido

verde-oliva escuro.

Levemente espessada +, com aMucosa com areas

mucosa granular +++ e

pequenas areas elevadas de at@&@spessada +++ com aspecto

avermelhadas irregulares e

0,3 cm de diametro e com areasgranular +++.

avermelhadas +

s/a

Edemaciada ++ e avermelhada S

+

Mucosa edemaciada ++ com
focos hemorragicos, aspecto
granular +++ e presenca de

sla

/a

nddulos avermelhados, de 0,5 Mucosa espessada +++

1cm de diametro.

aspecto granular +++.

Célon
Estriac6es avermelhadas na
mucosa

Contelido pastoso a liquido
verde-oliva escuro.

sla

Mucosa espessada ++ com
areas avermelhadas
irregulares, com aspecto
granular ++ e evidente
pregueamento da mucosa.

sla

sla

Mucosa espessada +++,
pregueada, de aspecto
granular +++ com pequenas
nodulacdes de aspecto
polipoide, em torno de até
0,5cm de didmetro, e com a
superficie avermelhada.

Reto
sla

Conteudo pastoso a liquido verde-
oliva escuro.

Fezes liquidas ao redor do anus.

Mucosa com areas avermelhadas
irregulares, espessamento com
aspecto granular +.

sla

sla

Mucosa de aspecto granular +++ e
areas avermelhadas irregulares.
Eliminou fezes liquidas +++ no
momento da eutanasia.

Lesoes: s/a = ausentes; + = leve; ++ = moderada=tacentuada.
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4.6.5 Demais 6rgaos

Nos demais 6rgdos, as alteracbes macroscopicamntmauas, tais como mastite,
abscessos e outras que néo tinham relacao dimata paratuberculose, constam na Tabela 10.

Os linfonodos superficiaise de outras visceragnuitas vezes estavam aumentados de
tamanho e, na maioria dos casos, 0 aspecto mapirogcacompanhava o descrito para 0s
linfonodos mesentéricos. Nooracdo da Vaca 500, havia no endocérdio, abaixo da valvul
semilunar adrtica, areas esbranquicadas, sob fdenpdacas irregulares (Figura 29) e a intima
da aorta abdominal desse mesmo animal, apresentou supeifiegular, rugosa, firme e
esbranquicada (Figura 28).

Figura 28. Aspectos clinico-patol6gicos da paratuberculose rebanho
bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Va®@0. Intima da aorta
abdominal com &reas de superficie elevada, rugbsae (calcificacéo).

Figura 29. Aspectos clinico-patologicos da paratuberculoserebanho
bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. V&@0. Endocéardio com
areas esbranquicadas de contornos irregularrescattaivalvula semilunar
aortica.
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Tabela 8.0Outras alteragbes macroscopicas de vacas conuparatilose em rebanho bovino leiteiro no municif@drio Claro, RJ.

Identificacdo
do animal

493

507

498

295

500

190

335

Estado
nutricional

Regular

Ruim

Ruim

Ruim

Regular

Ruim

Ruim

Outros achados

Linfonodos pré-escapulares e pré-crurais aumentados e eneatretromamarios aumento do volume +++ e Umedosorte.Glandula
mamaria extensa necrose hemorragica e focos de supur@gdstite). Pulmaa difusamente enfisematoso, mais marcado nos septos
interlobularesCoracéa hidropericardio ++; equimoses na borda da awidireita e focos de supuracdo no epi e endocaBdign capsula
espessada, com areas amareladas gelatinosas easeza®lhadasRim diversas areas irregulares e palidas a amarelddess de
hemorragias que se estendiam desde a superfitieataté as papilas (infartos isquémicos aguddispmasopetéquias em toda a mucosa.

Linfonodos em geral aumentados, Umidos e protraidos ao, cane a regido cortical espessada e areas irregutabrancacentas evidentes;
um linfonodo mediastinico com necrose caseBafmaa pequena porcdo do parénquima, adjacente ao didfomediastinico, com necrose
caseosa-igada focos amarelado8aca evidenciacao dos foliculos linféid€8masoe Abomasocom conteldo amolecido +.

Linfonodos pré-escapulares, pré-crurais, traqueais e rurmensnentados, Umidos e protraidos ao corte, mastanm; com a regido cortical
espessada e areas irregulares e brancacentastesideraspecto multinodular de diversos tamanhetsoffniamarios aumentados +++ e com
0 mesmo aspecto, porém com petéquiasacaa dilatacdo dos vasos linfaticos subepicardi€dgada pequenos focos de teleangiectasia e
artéria hepatica com intima rugosaBaco com evidenciacéo foliculaAdrenal difusamente avermelhada ++Abomaso regido pildrica
espessada, esbranquicada e com aspecto graBladula mamariacisterna dilatada e firme ao corte, grande qdade de pus liquido
branco-amarelado +++.

Linfonodos mediastinicos aumentados + e imidos ao codemasoregido pilérica espessada, esbranquicada e qoectasgranular.

Tiredide esquerda firme ao cort€oracda endocardio com areas esbranquicadas de contowguliar, sob forma de placas levemente
elevadas, abaixo da valvula semilunar aérticamiatileaorta abdominal com superficie irregular, rugosa, fiemesbranquicada.

Cavidade abdominapresenca de liquido citrino €oragéa hidropericérdio +, vasos linfaticos do epicéreiadentesRim edema
gelatinoso na pelve renal.

Cavidade abdominalpresenca liquido citrino + e coagulo de albumBaca bordos discretamente arredondaddlsomaso presenca de
areia +.Membro posterior esquerdgrande abscesso encapsulado de aproximadamemiedéOdidmetro, com pus fluido esbranquicado.

Lesbes: + = leve; ++ = moderada; +++ = acentuada.
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4.7 Achados Histopatoldgicos

As alterag6es histolégicas mais importantes forbservadas no intestino (Tabelas 10
e 11)e nos linfonodos mesentéricos (Tabela 9), uaésforam muito uniformes entre os
animais necropsiados, diferindo apenas na intetisidas lesGes entre os animais (Tabela 5),
e entre as diversas secOes do intestino. As aiesafpram analisadas individualmente e
listadas conforme Anexol.

Das vacas 174, 493, 498 e 507, apenas o intestigadb e linfonodos mesentéricos
foram analisados a microscopia. A vaca 174 naadoiopsiada, apenas recebemos o material
coletado para exame histopatologico.

4.7.1 Linfonodos mesentéricos:

Nos seios subcapsulares e na regido medular dosidiolos mesentéricos observava-se
infiltrado inflamatério granulomatoso, com agrupamos de macrofagos epitelidides, na maioria
das vezes acompanhados de células gigantes de drenghigura 30) e algumas vezes por
eosindfilos; em alguns linfonodos esses infiltragesm visualizados inclusive nos centros dos
foliculos linféides e em alguns deles havia hipssial linféide. Observaram-se ainda, proliferacéo
fibroblastica e de vasos linfaticos nos seios nardsl(Vaca 500). Presenca de BAAR, ainda que a
densidade de bacilos variasse com o grau de rdafiamatoéria, foram vistos no interior de
macréfagos e de células gigantes de Langhans &igl)y. Nas Vacas 190 e 500 nao foram
observados BAAR.

As alteracdes observadas nos linfonodos meserdgératéo listadas na tabela 9.

Figura  30. Aspectos clinico-patologicos  daFigura  31.  Aspectos  clinico-patolégicos  da
paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipitic paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipigic
de Rio Claro, RJ. Vaca 507. Regido subcapsular de Rio Claro, RJ. Vaca 295. Linfonodo mesentérimm c
linfonodo mesentérico com infiltrado inflamatoriobacilos alcool-acido resistentes no interior de nifagos.
mononuclear rico em células gigantes e ectasiaadesv Ziehl-Neelsen, obj. 100

linfaticos. HE, obj. 6.3.
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4.7.2 Intestino delgado
e Duodeno:
Mucosa:

A superficie da mucosa apresentava-se com aspegifemativo polipéide (Figura 32). Na
base da mucosa viam-se agrupamentos de célulashoweares e difusamente em toda mucosa
havia infiltracdo linfoplasmocitaria, com presemigamacrofagos epitelidides e eosindfilos entre as
vilosidades. A infiltracdo mononuclear e a dilatagdas vasos linfaticos eram vistas principalmente
no apice das vilosidades (Vacas 295, 498, 507)e@®bs-se ainda hipertrofia de fibras musculares
lisas da lamina prépria (Vacas 190, 335, 500), que muitas &reas tomavam um aspecto
arboriforme (Vacas 493, 507) (Figura 33). Essawajbes da mucosa causavam afastamento das
vilosidades intestinais e alteravam a arquitetwanal da mucosa. No interior dos macrofagos
havia numerosos BAAR corados pelo ZN no duodentodes os animais, exceto na Vaca 190 e
500.

=— -
Figura 32. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculoseeranho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 507spActo proliferativo

polipdide da mucosa do duodeno. HE.

7 Pty A ¢ \
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Figura 33. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculoseebanho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 507spActo ‘arboriforme’,
dilatacdo de criptas e hipertrofia da lamina p@pla mucosa do duodeno. HE,
obj. 10.

5
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Muscular da mucosa:

A muscular da mucosa apresentou areas de hiparteofin infiltracdo inflamatori
mononuclear (Vaca 29506, 507) (Figura 34).

A
».

-~ Lt
ST RN

Figura  34. Aspectos clinic-patolégicos da Figura 35. Aspectos clinic-patolégicos da
paratuberculose enebanho bovino leiteiro nmunicipio paratuberculose emrebanho bovino leiteiro n
de Rio Claro, RJVaca 507. Hipertrofia dmuscular da municipio de Rio Claro, RJVaca 295. Hiperplasia das
mucosa com infiltracéo inflamatdria mononucleare glandulas de Brunner do duodeno. HE, obj

as fibras musculares. HE, obj. 10.

Submucosa:
Em alguns animais obsen-se hiperplasia@as glandulas duodenais (de Brunner) (Vi

295, 507) (Figura 35) erealgumas areas havia infiltre inflamatério mononucle entre essas
glandula. Em dois animais (Vacas 3493) havia ectasia de glandulas duodeiObservaram-
se ainda, congestdo, perivascL leucocitoestase, linfangiectasigerilinfangite e linfangite
granulomatoss e proliferacdo fibroblasti (Vacas 295, 493, 498, 50807. Algumas vezes a
infiltracdo mononuclear era espz ao longo de toda a submucosa.

Muscular:

A camada muscular do duodeno n&o apresentou d@esragn nenhua vaca.

Serosa:

Os vasos linfaticos subsero«do duodeno, apresentavaa-dilatados na Vaca 1'
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* Jejuno:

Mucosa:

Na mucosa do jejuno observou-se intenso infiltradtamatério granulomatoso com
frequentes focos de macrofagos epitelidides, acohgmos de inUmeras células gigantes de
Langhans, linfécitos, eosinéfilos e em menor quiatée plasmacitos; havia ainda, afastamento
das glandulas intestinais devido ao acumulo delalinflamatorias. No limen de algumas
criptas, aparentemente dilatadas e com epitéliodtieg, observaram-se neutrdéfilos e ou debris
celulares (Vacas 190, 335, 498, 500) e, eventudadmeruco (Figura 36). Em algumas areas onde
o infiltrado era muito rico em macrofagos e lintési quase ndo se viam as células epiteliais da
mucosa. Numerosos BAAR corados pelo ZN (Figurase3@n frequentes em todas as vacas,
exceto na Vaca 190 (ausentes) e Vaca 500 (rardspsFmusculares lisas da lamina propria
hipertrofiadas e dispostas em diversos sentid@srforistas com frequéncia na mucosa, desde a
base até quase a superficie das vilosidades, dzss\&85, 498, 500 (Figura 38). Ainda se via,
dilatacdo dos vasos linfaticos, muitas vezes a@gice das vilosidades (Vacas 335, 493, 500) e
hiperplasia epitelial em direcédo ao centro dasgslae Peyer.

Figura  36. Aspectos clinico-patologicos  d&igura  37. Aspectos  clinico-patolégicos  da
paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipiwic paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipigic

de Rio Claro, RJ. Vaca 335. Jejuno com infiltrade Rio Claro, RJ. Vaca 174. Jejuno com Nnumerosos
mononuclear na submucosa, entre as fibras mussuardacilos alcool-acido resistentes no interior deulegl
muscular da mucosa e entre as criptas da mucgsemas gigantes. Ziehl-Neelsen, obj. 40.

destas encontram-se dilatadas, com epitélio neordi

debris celulares no lumen. HE, obj. 10.
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\u :-l.-":
Figura 38. Aspectos clinico-patoldgicos da paratuberculose rebanho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 50®.e B) Infiltrado mononuclear e
hipertrofia das fibras musculares da lamina prédi®g nota-se o desaparecimento
das células epiteliais das vilosidades desde arfftipeaté a base da mucosa do
jejuno. HE, obj. 16
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Muscular da mucosa:

A muscular da mucosa do jejuno era delgada e désoarem algumas areas (Vacas 174,
295 e 507), em outras os feixes de fibras musaibgyeesentavam-se hipertrofiados ou irregulares
(Vacas 498 e 500); em algumas areas pode se obsgdilteacdo inflamatoéria granulomatosa por
entre as fibras musculares (Vacas 174, 295, 335, 50

Submucosa:

A submucosa do jejuno muitas vezes estava espedssi a proliferacdo fibroblastica;
havia variados graus de derrame serofibrinoso iftragéo inflamatéria granulomatosa, com
presenca de macrofagos epitelidides e eosinofitosrenor intensidade. Observaram-se ainda
linfangiectasia, perilinfangite e linfangite, comfiitrado por macréfagos epitelidides e algumas
células gigantes no lumen desses vasos, acompartad#io de congestdo e periarterite
mononuclear (Vacas 335, 493, 498, 500, 507) e momstase (Vaca 500). A inflamacao dos
vasos linfaticos ora apresentava-se como perilgifanora como linfangite granulomatosa com
presenca de células gigantes e outras células moeanes no lumen desses vasos
(endolinfangite). Em algumas areas predominavharade, em outras o infiltrado granulomatoso e
ainda havia areas em que, concomitantemente, se afiabas as alteracdes. Esse conjunto de
alteracdes, em especial a extensa reacdo inflamatigixava a submucosa distendida. Em
algumas areas se observava perineurite dos plexddeissner que, por extensao da lesdo, se
apresentavam envoltos pela inflamacéo e fibroseg¥a74, 335).

Muscular:

A camada muscular do jejuno apresentou fibrosd ®aafiltrado granulomatoso rico em
macrofagos, células gigantes e principalmenteditds, entre os feixes de fibras musculares e ao
redor dos plexos nervosos de Auerbach (perinekijas 174, 335) (Figura 39).

Figura 39. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculoseredmanho bovino leiteiro no municipio de Rio Claro,
RJ. Vaca 174. (A) Fibrose focal e infiltrado gremmatoso rico em macréfagos, células gigantesfédiitos entre os
feixes de fibras da camada muscular do jejuno. ¢tf, 16. (B) A mesma lesdo da figura anterior vista maior
aumento, HE, 0bj.40.
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Serosa:

Em casos mais severos, a serosa apresentava-se irginado inflamatério
granulomatoso, linfangiectasia (Vaca 174, 335, 5(Hyuras 40 e 41) edema e fibrina (Vaca
174). Em algumas é&reas se observava perilinfapditdangite granulomatosa, com presenca
de células gigantes. Por vezes observavaram-sepeuiite e fibrose perivascular, circundada
por infiltrado inflamatdrio mononuclear focal (Vaca35, 507).

Figura 40. Aspectos clinico-patoldgicos da paratuberculose rebanho
bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Ya&35. Infiltrado
inflamatdrio mononuclear com presenca de célulgarges na subserosa do
jejuno. HE, obj. 10.

Figura 41. Aspectos clinico-patoldgicos da paratuberculose rebanho
bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. ¥a£98. Serosa do jejuno
com infiltrado inflamatério mononuclear com presemg células gigantes e
ectasia de vasos linfaticos. HE, obj. 10.
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e leo:
Mucosa:

Na mucosa do ileo macrofagos epitelidides, célgigantes de Langhans, linfécitos,
plasmadcitos e eosinofilos, com frequéncia eram aligados entre as vilosidades intestinais
(Figura 42); nessas areas, nhumerosos BAAR coraglosZiN eram abundantes, no entanto raros
na Vaca 500 (Figura 43) e ausentes na Vaca 19@r@hsse, que em geral, havia destruicdo do
epitélio, muitas vezes com desaparecimento quas@leto das células epiteliais da superficie
das vilosidades. Em algumas areas as vilosidadesagavam-se largas e com a superficie
plana, com dilatacdo dos vasos linfaticos espeeiatenno apice e preenchidas pelo infiltrado
inflamatorio. Debris celulares e ocasionalmenteupaqs focos de neutréfilos eram vistos no
limen das criptas, que algumas vezes estavamddigtau ainda entre as vilosidades afastadas
devido a inflamacdo granulomatosa. Fibras musculbsas hipertrofiadas da lamina propria
foram vistas com frequéncia na mucosa das vacas33%35 498, 500. (Figura 44). Na base da
mucosa, os foliculos linféides das placas de Peyar vezes apresentavam inflamacao
granulomatosa com presenca de células giganteag\&85, 500).

.l* y "’ h 3
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i { ! .sl Jﬂ i :‘h' o
Figura  42. Aspectos clinicatoloégicos d Figura  43. Aspectos clinico-patolégicos  da
paratuberculose em rebanho bovino leiteirormmicipio paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipigic
de Rio Claro, RJ. Vaca 50filtrado granulomatoso ric de Rio Claro, RJ. Vaca 500. Mucosa do ileo contpsu

em células gigantes e eosindfilos entre as vildgdal: bacilos alcool-acido resistente no interior de leélu
mucosa do ileo. HE, obj. 10. gigantes e de macréfagos. Ziehl-Neelsen, obj. 40.
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Figura 44. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculose renanho
bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Yad98. ileo com
infiltrado mononuclear e acentuada hipertrofia fiasas musculares da
lamina prépria da mucosa. HE, obj. 10.

Muscular da mucosa

Na muscular da mucosa observaram-se algumas &@espessamento (Vacas 295, 498, 500)
e infiltrado inflamat6rio mononuclear multifocal §¢a 295).

Submucosa:

A submucosa do ileo estava distendida pela cormeltvia derrame serofibrinoso
(Vaca 335), dilatacdo de vasos linfaticos e fibrosenflamacdo dos vasos linfaticos ora
apresentava-se como perilinfanfite granulomatossacomo linfangite (Figuras 45 e 46), com
trombos de infiltrado mononuclear, presenca de laligigantes no lumen dos vasos
(endolinfangite) (Figura 47), com maior frequéncias Vacas 174 e 335, a infiltracao
granulomatosa em algumas areas, formava pequeasigmas com macrofagos epitelidides
e células gigantes. Por vezes predominava a fibmmeoutras o infiltrado granulomatoso e
ainda havia areas em que se viam ambas as alterag@penas uma infiltracdo menos intensa
de macrofagos epitelidides e infiltracao linfoplasitaria (sem células gigantes), proliferacao
fibroblastica e dilatacdo dos vasos linfaticos @ak90). Na Vaca 500 observaram-se
macréfagos epitelidides e células gigantes em menensidade, eosindéfilos e proliferacao
fibroblastica. Por extensdo da inflamacdo também observava fibrose e infiltrado
mononuclear ao redor de plexos de Meissner (peaitegFigura 48) e de vasos sanguineos
(Vacas 174, 335, 493). Pontualmente se observoosgbe atrofia das fibras nervosas do plexo
de Meissner (Vaca 335) (Figuras 49 e 50).
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Figura  45. Aspectos clinico-patolégicos da Figura  46. Aspectos  clinico-patolégicos  da
paratuberculose em rebanho bovino leiteiro n@aratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipigic
municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 335. Linfangisi@a de Rio Claro, RJ. Vaca 174. Ectasia, perilinfangt
perilinfangite e linfangite granulomatosas, e geoticdo linfangite granulomatosa, com presenca de células
fibroblastica ao redor do plexo de Meissner nagigantes e outras células mononucleares no limen do
submucosa do ileo. HE, obj. 25. vaso linfatico da submucosa do ileo. HE, obj. 25.
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Figura  47. Aspectos clinico-patolégicos  daFigura  48. Aspectos  clinico-patolégicos da
paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipidic paratuberculose em rebanho bovino leiteiro no nipiaic

de Rio Claro, RJ. Vaca 335. Submucosa do ileo cala Rio Claro, RJ. Vaca 335. Submucosa do ileo com
proliferacdo fibroblastica, linfangiectasia, perféingite proliferacao fibroblastica e linfangiectasia. Ple»arvoso
linfangite e endolinfangite granulomatosas. HE, @bj de Meisser (seta) envolto por fibrose. HE, obj. 16.
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Figura 49. Aspectos clinico-patoldgicos da paratuberculoseetranho bovino leiteiro no municipio
de Rio Claro, RJ. Vaca 335. Submucosa do ileo pmtiferacdo fibroblastica, linfangiectasia, e
plexo nervoso de Meisser envolto por infiltradddnfatério mononuclear. HE, obj. 10.

Figura 50. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculose retmanho bovino leiteiro no
municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 174. Infiltragdor células mononucleares, com proliferagao
fibroblastica ao redor dos plexos de Meissner Jsetasubmucosa do ileo. HE, obj. 25.
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Muscular:

A camada muscular do il, por vezes aprestva infiltracdo mononucle entre os feixes
musculares, formando granulomas com pres de células gigante©bservarar-se ainda, na
maioria das vacas, linfangiectasia, linfangiterd#e e linfocitos entre os feixes de fib
musculares e ao redor dos plexos de Auerbach éuaite) (Figura 5.), eventualmente com
atrofia destes.

Figura 51. Aspectos clinic-patologicos da paratuberculose eebanho bovino leiteiro n
municipio de Rio Clal, RJ. Vaca 174Fibrose focal ao redor do plexo de Auerbach e
infiltrado pormacro6fagos entre os feixes de fibras da camadauteusio ile.. HE, obj. 16.

Serosa:
Na serosa do ileo havia ectasia de vasos linfatigesilinfangite e infangite

granulomatosas (Figura 52). Por vezes, se obse fibrose perivascular, circundada {
infiltrado inflamatério,em geral linfoplasmocitar, mais intenso nas Vacas 335, ¢
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Figura 52. Aspectos clinico-patoldgicos da paratuberculosereipanho bovino leiteiro no
municipio de Rio Claro, RJ. (A) Vaca 335. Serosdldo com ectasia de vasos linfaticos e
perilinfangite mononuclear. HE, obj. 10. (B) Vac&t1Lesao semelhante a da figura anterior,
porém em maior aumento. HE, obj. 16.
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Tabela 9.Histopatologia de linfonodo mesentérico de vagams paratuberculose no municipio de Rio Claro, RJ.

LINFONODO MESENTERICO VACAS
Infiltrado inflamatorio granulomatoso com macrofagpitelidides de células gigantes de Langhanseios subcapsulares e regido Todas
medular
Proliferacéo fibroblastica e de vasos linfaticos seios medulares 500
BAAR no interior de macréfagos e de células gigaute Langhans Todas

excetol90 e 500

Tabela 10.Histopatologiado intestino delgado de vacas com paratuberculmsaumicipio de Rio Claro, RJ. (Continua)

DUODENO VACAS JEJUNO VACAS ILEO VACAS
Dilatacdo dos vasos linfaticos 295 Lumen de algumas criptas dilatado e com 190 Macréfagos epitelidides, células Todas
principalmente no apice das 498  epitélio necrético e células polimorfonucleares 335 gigantes de Langhans, linfocitos,
vilosidades 507  ou debris celulares 498 plasmacitos e eosindfilos

500
Hipertrofia de fibras musculare 190 Fibras musculares lisas hipertrofiadas da 335498 Vilosidades largas com a superficie Todas
lisas da lamina prépria 335 lamina prépria, dispostas em diversos sentidos 500 plana
500
Macrofagos epitelidides Todas Dilatacdo dos vasos linfaticos 335 4¢ Dilatacdo dos vasos linfaticos no apict Todas
500 das vilosidades
Mucosa |nfiltrado inflamatério Todas Infiltrado inflamatério granulomatoso com Todas  Debris celulares e focos de neutrdfilos Todas
mononuclear e eosindfilos por focos de macrofagos epitelidides, no limen das criptas, que algumas
entre essas glandulas. acompanhado de células gigantes de Langhans vezes estavam dilatadas
Numerosos BAAR Todas Linfocitos, eosinéfilos e, em menor Todas  Foliculos linféides das placas de Peye 335
exceto  quantidade, plasmécitos com inflamacgéo granulomatosa e 500
190, células gigantes
500
Numerosos BAAR Todas, BAAR corados pelo ZN Todas,
exceto exceto 190
190, 500
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Tabela 10.Continuacéo.

DUODENO VACAS JEJUNO VACAS ILEO VACAS
Hipertrofia com infiltragcdo 295 Delgada e descontinua em algumas areas 174 Espessamento 295
inflamatdria mononuclear 500 295 498
507 507 500
Feixes de fibras musculares hipertrofiados ou 498 Infiltrado inflamatério mononuclear 295
Muscular : :
irregulares 500 multifocal
da mucosa
Infiltracao inflamatoria granulomatosa por entré74
as fibras musculares 295
507
Hiperplasia das glandulas 295 Linfangiectasia, perilinfangite e linfangite Todas Distendida pela congestao, derrame 335
duodenais (de Brunner) 500 granulomatosa e congestéo serofibrinoso
Ectasia de glandulas 335 Proliferacédo fibroblastica; derrame Todas Dilatacdo de vasos linfaticos e proliferacé Todas
duodenais 493  serofibrinoso e infiltracdo inflamatéria fibroblastica
granulomatosa com macrofagos epitelidides e
eosinofilos
Congestéao, perivasculite, 295, Leucocitoestase 500 Perilinfangite granulomatosa, linfangite, 174
leucocitoestase, proliferacd 493, (células gigantes e células mononucleare 335
fibroblastica e 498, no limen dos vasos)
Submucosa perilinfangite granulomatosi 500
507
Dilatacdo dos vasos 335, Periarterite mononuclear 335 Granulomas com macréfagos epitelidides Todas
linfaticos 498 493 células gigantes.
507 498
500
507
Perineurite dos plexos de Meissner 174 Infiltrado mononuclear ao redor de plexos 174
335 nervosos (perineurite dos plexos de 493

Meissner) e de vasos sanguineos
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Tabela 10.Continuagéo

DUODENO VACAS JEJUNO VACAS iLEO VACAS
sla Todas Fibrose focal e infiltrado granulomatoso com Todas Infiltragdo mononuclear acompanhado de Todas
macréfagos e células gigantes granulomas com presenca de células
gigantes.
Muscular Linfocitos, entre os feixes de fibras musculared74 Linfangiectasia, linfangite, fibrose Todas
e ao redor dos plexos nervosos de Auerbach 335
(perineurite).
Infiltracdo mononuclear ao redor dos plex Todas
de Auerbach (perineurite)
Vasos linfaticos 190 Infiltrado inflamatério granulomatoso e 174 Ectasia de vasos linfaticos, perilinfangite Todas
subserosos dilatados linfangiectasia 335 linfangite granulomatosa
507
Serosa Edema e fibrina 174 Perivasculite e fibrose perivascular, 335
507

Perilinfangite e linfangite granulomatosa, com 335
células gigantes, perivasculite e fibrose 507
perivascular
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4.7.3 Intestino grosso

 Valvula ileo-cecal:

Mucosa:

A mucosa da valvula ileo-cecal apresentava congeffacas 498, 295, 335),
dilatacdo dos vasos linfaticos no apice das vikmed e afastamento das mesmas pela
infiltracdo inflamatéria mononuclear e macrofagogitedidides. Bacilos alcool &cido
resistentes foram observados.

Muscular da mucosa

Na muscular da mucosa da véalvula ileo-cecal n@dbservaram alteracoes.

Submucosa:

A submucosa da valvula ileo-cecal apresentou ctémedlilatacdo dos vasos
linfaticos, perilinfangite com células gigantes ln@a dos vasos linfaticos e perivasculite
granulomatosa com infiltracdo por macrofagos, biG®s e plasmaocitos, proliferacédo
fibroblastica e ainda placas de Peyer com inflamag@&nulomatosa e evidentes focos de
macrofagos epitelidides (Vacas 295, 335).

Muscular:

Na camada muscular da véalvula ileo-cecal haviasfat® inflamac¢do granulomatosa

entre as fibras musculares (Vaca 295).

Serosa

Sem alteragoes.
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e Ceco:

Mucosa:

Na mucosa do ceco notou-se variacdo na intensataddiltrado inflamatério celular
de acordo com a area analisada e entre 0s anireaiepsiados. Havia ainda congestéao,
dilatacdo dos vasos linfaticos (Vacas 295, 335)ltracdo linfoplasmocitaria, préximo a
membrana basal, acompanhada por eosindfilos (V@@eelfocos de macréfagos epitelidides.
Observou-se ainda, BAAR.

Muscular da mucosa

Na muscular da mucosa do ceco observaram-se algarmas de espessamento e
infiltrado inflamatdrio mononuclear multifocal (Va@95).
Submucosa:

Na submucosa notou-se, congestdo, dilatacdo doss Vvasfaticos (Vaca 335),
infiltracdo por macrofagos com formacédo de céluipgantes de Langhans e células
linfoplasmocitérias (Vacas 295, 335), proliferadidooblastica (Vaca 335) e infiltracao focal
por neutroéfilos (Vaca 190).

Muscular:

Na muscular do ceco ndo foram observadas alteracoes

Serosa

Na serosa do ceco nédo foram observadas alteragoes.
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e Colon:
Mucosa

A mucosa do colon apresentava, em algumas arestsligéo das células epiteliais e
infiltrado granulomatoso rico em macrofagos epidis e eosindfilos, além de linfagiectasia
e proliferacdo fibroblastica. A coloracdo de ZN destrou inimeros BAAR (Vacas 295,
335) (Figura 53).

Figura 53. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculose rebanho bovino
leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 3BRumerosos bacilos alcool-acido
resistentes na mucosa do c6lon. Ziehl-Neelsen,166.

Muscular da mucosa

Na muscular da mucosa do coélon observaram-se afguineas de infiltrado
inflamatdrio mononuclear multifocal (Vaca 295).
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Submucosa:

A submucosa do célon apresentou infiltrado monaarclcom presenca de
macréfagos epitelidides, proliferacdo fibroblastadilatacdo dos vasos linfaticos (Figura 54).
Observou-se grande quantidade de BAAR, a colorpeBnZN. (Vacas 295, 335).

Figura 54. Aspectos clinico-patologicos da paratuberculoseesranho bovino leiteiro no
municipio de Rio Claro, RJ. Vaca 295. Fibrose elenciacdo dos vasos linfaticos na
submucosa do cdélon. HE, obj.10.

Muscular:

Na camada muscular do colon havia infliitracdo glamatosa entre os feixes
musculares (Vaca 335).

Serosa:

Na serosa do coélon, por vezes, se via dilatacdo vdges linfaticos com leve
infiltragdo mononuclear.
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e Reto:

Mucosa:
Na mucosa do reto observou-se infiltracdo por nfagos epitelidides, linfocitos e

eosinofilos entre as vilosidades (Vacas 295, 3898).5A coloracdo de ZN revelou grande
guantidade de BAAR (Vaca 295, 335).

Muscular da mucosa

Na muscular da mucosa do reto observaram-se algéireas de hipertrofia das fibras
(Vaca 295).

Submucosa:
Na submucosa do reto havia infiltracdo linfoplasitdoia, macrofagos epitelidides,

dilatacdo dos vasos linfaticos, perilinfangite elifgracéo fibroblastica (Vaca 335).

Nas camadasiusculare adventiciado retondo foram observadas alteracdes.
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Tabela 11.Histopatologia de intestino grosso de vacas camatperculose no municipio de Rio Claro, RJ. (Cu#)

VALVULA ILEO

CECAL VACAS CECO VACAS COLON VACAS RETO VACAS
Congestéao 295 Congestéo 295 Infiltrado 295 Infiltracdo por macréfagos 295
335 335 granulomatoso 335 epitelidides, linfocitos e 335
498 500 500 eosinofilos 500
Dilatacdo dos vasos 190 Infiltrado inflamatorio 295 Linfagiectasia 295 BAAR 295
linfaticos no apice das 295 mononuclear 335 335 335
vilosidades 335 500
500
Infiltracao inflamatoria 190 Dilatacdo dos vasos 295 Proliferacéo 295
granulomatosa 295 linfaticos 335 fibroblastica 335
Mucosa
335
500
BAAR 295 BAAR 295 BAAR 295
335 335 335
sla Areas de espessamento 295 Infiltrado inflamatorio 295 Areas de hipertrofia das fibras 295
335 mononuclear multifocal musculares
Muscular
da mucosa Infiltrado inflamatorio 295
mononuclear multifocal 335
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Tabela 11.Continuacao

VALVULA iLEO

CECAL VACAS CECO VACAS COLON VACAS RETO VACAS
Congestao 295 Congestéo 295 Infiltrado mononuclear 295 Macréfagos epitelidides 295
335 335 com presenca de 335 335
macrofagos epitelidides
Dilatacdo dos vasos 295 Dilatac&o dos vasos 335 Dilatacdo dos vasos 295 Infiltrac&o linfoplasmocitaria Todas
linfaticos 335 linfaticos linfaticos 335
Perilinfangite, 295 Infiltracdo por 295 Proliferacao fibroblastica 295 Dilatacdo dos vasos Todas
perivasculite 335 macrofagos e 335 335 linfaticos
granulomatosa células gigantes
Submucosa
Infiltracdo 295 Células 295 Grande quantidade de 295 Perilinfangite 295
linfoplasmaocitaria 335 linfoplasmocitarias 335 BAAR 335 335
Placas de Peyer com 295 Proliferacéo 335 Proliferacao fibroblastica 335
inflamacéo granulomatos 335 fibroblastica
e focos de macréfagos
epitelidides
Proliferacao fibroblastica 295 Infiltracdo focal por 190
335 neutrofilos
Focos de inflamacéao 295 sla Inflamacéo 335 sla
Muscular granulomatosa entre as granulomatosa entre os
fibras musculares feixes musculares
s/a sla Dilatacdo dos vasos 295 sla
Serosa linfaticos com leve 335

infiltragdo mononuclear
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4.7.4 Demais 6rgaos

* Linfonodos

Nosdemais linfonodosem que havia alteragdes macroscopicas, as altsraggieldgica:
eram similares as observadas nos linfonodos meerstéporém, em geral o grau de infiltrac
inflamatdria era menos intenso. No linfonodo retomario da Vaca 295 foram visualiza
células gigantes e numerosos macréfagos epitedipitio foram observados BAAR em nent
deles.

» Figado

Infiltrado inflamatério multifocal, predominantenten linfoplasmocitari e poucos
macréfagos (Figura 58stavar distribuidos aleatoriamente por todo parénquimatiep(Vacas
295, 335, 500).

Figura 55. Aspectos clinic-patoldgicos da paratuberculose esvanho bovin
leiteiro nomunicipio de Rio Clai, RJ. Vaca 500. Foco de infiltrado inflamatori
linfoplasmocitario na regido portal do figi. Obj. 16. HE.
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 Aorta

Placas de mineralizacdo da camada muscular da aortaareas de diferenciacdo condroide,
fibrose e atrofia das fibras adjacentes as areasralizadas foram observadas na Vaca 500 (Figura
56).

Figura 56. Aspectos clinico-patolégicos da paratuberculose retranho
bovino leiteiro no municipio de Rio Claro, RJ. Va&®0. Placas de
mineralizagdo e fibrose na camada muscular da.abifa obj. 25.
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5 DISCUSSAO

5.1 Histérico e Sinais Clinicos

O rebanho era proveniente de Resende, RJ, loca @ntlavia descricdo de casos
clinicos da enfermidade (FERREIRA et al. 2003). vavel que os animais foram
adquiridos infectados para a formacao do rebamtto,ue contribuiu para a disseminacgéo da
paratuberculose na regiao.

Em trés anos de estudo, notou-se que, do pontastie epidemiolégico, um dos
resultados mais importantes, foi a reducdo do nainder animais com sinais clinicos da
paratuberculose, de seis casos clinicos por ana par caso por ano. A partir desta
observacdo supfe-se que a eliminacdo de animaisd@neia proporcionou um ambiente
com menor carga de Map, o que certamente, minimaopossibilidades de infeccdo de
Nnovos animais.

Na paratuberculose, as fezes se apresentam tipitembBomogéneas, nao
hemorragicas e sem muco (BUERGELT et al. 1978; CKER1997; MERKAL et al., 1970)
como comumente se via em animais doentes na fazstddada. A diarreia € um sinal
clinico tipico da enfermidade em bovinos (WHITLOJERGELT, 1996), ocorre devido a
mé& absorcdo em consequéncia da infiltracdo inflan@atgranulomatosa no intestino e
justifica a perda progressiva de peso associadmao estado corporal sem, no entanto,
apresentar perda de apetite. Estes sintomas fobgervados em seis animais necropsiados
neste estudo.

De acordo com varios autores, os sinais clinicmsrem comumente na idade adulta
devido ao longo tempo de incubacdo da enfermidadg leezerros se enquadram na faixa
etaria mais susceptivel a infeccdo (CHIODINI; VANRKININGEN; MERKAL, 1984).
Apesar da doenca ser rara em animais jovens, odgbservada em rebanhos com alta taxa
de infeccdo associado as praticas de manejo inadagCHIODINI; VAN KRUININGEN;
MERKAL, 1984). Neste estudo apesar dos altos isdieeanimais infectados revelados pelo
teste sorologico nao foi observado a ocorréncidideéia em animais com menos de seis
anos de idade.

5.2 Isolamento Bacteriano
5.2.1 Isolamento bacteriano de amostras fecais

As vantagens oferecidas por este método de diagnpstomo alta sensibilidade
relativa e a especificidade absoluta sdo maisasteg do que as desvantagens (WHITLOCK
et al., 1996). O cultivo fecal é considerado 100$beeifico quando o isolado bacteriano é
dependente de micobactina e possui caracterisintagais e morfoldgicas compativeis com
Map(CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984).

O baixo numero de amostras fecais, dos quais fesipel o isolamento bacteriano
observado neste estudo, pode estar associadaesfatomo a ndo adaptacdo da cepa ao meio
de cultivo, baixa sensibilidade da técnica e aialgéo intermitente do patdégeno pelas fezes
(WHITLOCK; BUERGELT, 1996). Os cultivos fecais resygm cuidados especiais, desde a
coleta das amostras até a colocacéo do inOculoenm ws técnicas de cultivo fecal possuem
algumas desvantagens tais como o prolongado tempacdbacéo, de aproximadamente 16
semanas, dois ou trés dias para a preparacao dastrasn tal procedimento envolve a
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descontaminacéo, alta qualidade de controle do,nadfios custos comparados as técnicas
soroldgicas e necessidade de equipamentos deauatm(\WHITLOCK et al., 2000).

Em rebanhos altamente infectados, alguns animaiftoadpodem ingerir grandes
guantidades da micobatéria juntamente com alimexitasagua, elimina-los nas fezes e estes
serem detectados no cultivo. Ainda ha davidas guaninfeccdo logo apds a ingestdo da
micobactéria. Alguns autores acreditam que estasa#s adquirem a infec¢cdo, no entanto
necessitam de longo tempo tanto para eliminar otagatravés das fezes, em quantidade
suficiente para serem detectados pelo cultivo, tgupara desenvolver as lesdes intestinais e
apresentarem os sinais clinicos da paratuberc(N@s¢TLOCK et al., 2000).

5.2.2 Isolamento bacteriano de amostra de leite

O isolamento de Map em amostra de leite, provavaknesstd relacionado a
higienizacdo inadequada no momento da ordenha, gpssivelmente causou a
contaminagéao do leite estocado no tanque, do qaalostra foi coletada. No entanto, deve-se
levar em consideracdo que Ayele et al. (2005) dstmaram que vacas subclinicas podem
eliminar Map através do leite, cuja micobactériadgpoocasionalmente sobreviver a
pasteurizacdo; Carvalho (2008) também detectouaulalenente o Map, em amostra de leite
oriundo de uma vaca com sinais clinicos da doenca.

A importancia deste achado se justifica ndo s6 ossipel potencial do Map no
desencadeamento da doenca de Crohn em seres hu(iERMON-TAYLOR; BULL,
2002; STABEL; WELLS; WAGNER, 2002), mas também n&ectcédo de novos bezerros e
manutenc¢ao da doenga no rebanho (SWEENEY, 1996).

5.3 PCR1S900

Apenas 29% das amostras submetidas ao PCR apresemtaplificacdo do material
genético. Técnicas do protocolo adotado podemterferido na amplificacéo e identificacao
do material genético submetido a andlise nestal@stbegundo Whittington et al. (1998),
algumas coldnias provenientes do cultivo bacteriapoesentaram-se negativas quando
analisadas num primeiro momento, no entanto, @suit positivas quando reanalisadas apos
tratamentos com substancias distintas, os quaeriaoad minimizar os efeitos inibitorios para
a amplificagéo da cadeia de DNA. Em nosso estugopkdnias ndo foram submetidas a uma
segunda analise de PCR, e talvez por isso, a pjageen de amostras positivas nesta técnica
tenha sido baixa.

5.4 ELISA
Frequéncia de Animais Soropositivos entre 2006 e Q9.

A alta percentagem de animais reagentes ao tesAEencontrados neste estudo,
cerca de 40% do rebanho, foram semelhantes aositdgsgor Rivera (1996) em Mato
Grosso, Fonseca et al. (2000) em Séo Paulo, Feetal. (2001) no Rio de Janeiro, Gomes
et al. (2002) no Rio Grande do Sul e Mota et &0 em Pernambuco. Estes animais
representam uma das categorias mais importantesmomle da enfermidade, pois além de
nao apresentarem sinais clinicos, eliminam intemiE#mente o agente no ambiente o que
mantém a infeccdo no rebanho (CHIODINI; VAN KRUINHEN; MERKAL, 1984). Em
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contrapartida, pesquisadores afirmam que algunshaasi quando expostos ao Map,
desenvolvem uma resposta imune protetora que @imimicrorganismo e torna o animal
positivo no teste sorologico (CHIODINI; VAN KRUINIGEN; MERKAL, 1984). Com
repetidas exposi¢cdes ao antigeno, tais animaisteagés e ndo infectados, permanecem
reagentes ao teste; estes individuos poderiam edecianados e ndo abatidos. Existem
dificuldades na diferenciacdo entre animais resiete e infectados através de testes
imunologicos, que informam statusde exposicdo e da néo de infeccdo, portanto amgas
de animais reagentes ndo necessariamente, sigujfieao rebanho esta infectado. Em
rebanhos com historico de paratuberculose, é impi@ta execucdo de outros métodos de
diagnéstico tais como bidpsia e cultivo fecal (CBIQI; VAN KRUININGEN; MERKAL,
1984).

Estima-se que num rebanho, para cada caso clirigahtuberculose existam entre
15 a 25 animais subclinicos (SWEENEY, 1996). Nests anos de estudo, sete foram os
casos clinicos observados na propriedade; o rebamr@ghocomposto de aproximadamente 180
vacas com mais de trés anos de idade, destes mpitanente 40% (72 vacas) foram
reagentes ao teste ELISA; achado que se aproximastanativas, descritas na literatura,
entre o numero de animais com sinais clinicos elgubos em um rebanho infectado com
Map. Deve-se ainda, considerar a possibilidadaniteais subclinicos, apresentarem baixas
concentracdes de anticorpos e resultarem em saategativa; neste caso, possivelmente, a
taxa de infeccéo seria maior (COLLINS, 1996). Nasas 174, 295, 500 com sinais tipicos de
paratuberculose, das quais foram isolados Map emwstaas fecais, observaram-se altos
titulos de anticorpos no teste ELISA. Este achaderéelhante ao de Jorgensen e Jensen
(1978) que relataram que 30 animais, dos quaisdado Map em cultivo bacteriano fecal,
apresentaram resultados positivos no ELISA. Da rae$onma, Nielsen et al. (2001)
afirmaram que altos niveis de anticorpos correfaio com alta sensibilidade do cultivo
fecal. Além disso, Sweeney (1996) relatou que altasentracdes de anticorpos humorais
contra 0 Map ocorrem apenas no estagio final dagiggejuando o animal apresenta os sinais
clinicos. Entretanto, uma pequena proporcao seeztdeel pelo ELISA e pelo cultivo fecal e
a maioria dos animais infectados seréd detectad@rgenem analises posteriores, tanto em
cultivo quanto em tecidos coletados nos abateddqWeHTLOCK et al., 1996). E importante
ressaltar que os testes para diagndéstico sorolédécgparatuberculose podem fornecer
resultados falso-positivos devido a reacOes criwzaman tuberculose bovina e aviaria,
Mycobacteriunspp.,Actinomycesp., Dermatophilusspp.,Nocardiaspp.,Streptomycespp.,
Escheria coli, Corynebacterium sPCHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984;
PEPIN; MARLY; PARDON, 1987).

A dificuldade em estabelecer um tediagndstico confiavel para a paratuberculose
tanto no isolamento bacteriano quanto através dimdoéde PCR das fezes, se deve a
eliminacao intermitente do agente; a deteccéo harauorna-se ainda mais deficiente devido
ao lento crescimento do microrganismo. Ao contrdaduberculose, o diagnostico através do
teste intradérmico para paratuberculose € inetieidevido a reacdes cruzadas com outros
microrganismos (KREEGER, 1991). Em comparacéo, stet&LISA oferece resultados
confiaveis e relacdo custo-beneficio favoravel,apdeterminar ostatus de infeccdo do
rebanho (JARK; FRANZ; GERLACH, 1996).

E importante considerar o fato de que os tesbesdtoriais utilizados para deteccéo da
micobactéria podem apresentar baixa sensibilidagigpecificidade. A baixa sensibilidade &
primariamente devido a natureza cronica da paretulmse e possibilidades de infeccao
latente. A baixa especificidade € devido a ocoreérdisseminada de bactérias com
caracteristicas similares ao Map. Portanto, tansersibilidade quanto a especificidade se
modificam de acordo com o estagio da infeccdo (SIEN et al., 2001). A reacado
imunologica numa infeccéo por Map varia de acon a fase da doenca (Tabela 3 e figura
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9). O grau da resposta celular (sensibilizacaoodfsqgee dos linfocitos T) é alto logo apoés a
infecc@o e tende a cair nos estagios mais avangiddsenca. O grau da resposta humoral
(producéo de anticorpos especificos) se correlaciretamente com a disseminacdo do
microrganismo e sua eliminacéo pelas fezes e odtades positivos para testes sorologicos
ocorrem geralmente nesta fase. O inicio da resptstmoral também coincide,
frequentemente, com o declinio da resposta cetylao Gltimo estdgio da doencga, ocorre uma
fase anérgica, onde ndo ha mais resposta imunalQgIETALA, 1992).

No teste ELISA a etapa da adsor¢édo ddnphleireduz os anticorpos ndo-especificos,
porém os anticorpos d&l. bovis e M. a. avium permanecem nas amostras testadas
(DEKESEL et al.,, 1992; YOKOMIZO, 1988). Neste estudutilizou-se o antigeno
protoplasmatico (PPA-3) extraido da cepa Straiffde8ivado davl. aviumsorovar 2) para a
etapa de adsorcdo, e que segundo Chiodini et @3]l poderia comprometer inquéritos
epidemiolégicos. No entanto, testes ELISA utilizagmra deteccdo de anticorpos contra a
paratuberculose baseados eMycobacterium avium subsp. avium (A-ELISA) e
Mycobacterium aviunmsubsp. paratuberculosis(P-ELISA) foram comparados. Apesar da
maior especificidade esperada do P-ELISA, ambaanfoconsiderados adequados, ou seja,
nao houve diferenca entre os dois antigenos, pareowmstracdo dos anticorpos contra Map
em bovinos (NIELSEN et al., 2001). Teoricamente, PEELISA apresentaria maior
especificidade do que A-ELISA; esta expectativeagebda na suposicdo de que as reacoes
imunes contra estes dois antigenos ndo sdo as meAntaggenos imunogénicos especificos
para as duas subespécieddaviumpodem nao existir (NIELSEN et al., 2001).

Um importante passo para um programaaigrole da paratuberculose é a segregacao
de animais infectados e néo infectados. A variag@ervada no teste ELISA entre o 2006 e
2009, retrata a dificuldade em se estabelecergndgico num estagio pré-clinico. A melhor
maneira de se definir um animal livre da enfermé&ddéveria ser baseada na auséncia de
infecgcdo no rebanho de origem. Além disso, a pedpde deve apresentar multiplos testes
anuais negativos de todos os individuos adultosa pansiderar seu rebanho livre de
paratuberculose, assim como execucdo de praticazadejo e prevencao na introducéo de
animais infectados com Map no rebanho. (COLLIN&I.e2005).

DACORSO FILHO et al. (1960) afirmava que, somedépois de conhecermos a
propagacdo dessa doenca em nossos animais, detedmia distribuicdo da infecgdo é que
devemos pensar nas medidas especificas de comtrole erradicacdo. No entanto, na
propriedade estudada, logo apds diagnosticar amioaan paratuberculose, foi implementada
medida de controle preconizada no intuito de, goceirmedio prazo, minimizar a incidéncia
de casos clinicos e a disseminacao da infec¢caelramino. Ao nosso ver, devido a dificuldade
no controle e erradicacdo da enfermidade num espato de tempo e as implementacdes
recomendadas estarem aquém da realidade econdmicamgresa leiteira nacional, é
importante iniciar as medidas de controle desdagndstico da enfermidade.

Assim, baseado no contexto, associamos o0s acliida-patoldgicos para firmar o
diagndstico de paratuberculose e soro-epidemiaddgoara estimar o grau de disseminacao
da infec¢@o no rebanho e estabelecer um planordetmespecifico para a propriedade, com
0 objetivo de diminuir a ocorréncia de animais positivos a curto e médio prazo.

5.5 Necropsia e Histopatologia

5.5.1 Vasos Linfaticos

O espessamento e opacidade dos vasos linfaticosagos mais severos com aspecto
tortuoso, visualizados a necropsia desde o meserdter a serosa das algcas intestinais, se
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devem a linfangiectasia, perilinfangite e linfaegigranulomatosas, que frequentemente
estavam ocluidos (endolinfangite) pelo acumulo éwilas inflamatérias, macréfagos e
células gigantes, observados ao exame histopatologsses achados foram frequentes em
NOssos animais e ja descritos por pesquisadoreERBELT et al., 1978, CLARKE, 1997).

A linfangite € um achado comum pode ser considerada caracteristica macroscoépica
presuntiva do diagndstico da paratuberculose 2opsiar (DRIEMEIER et al., 1999; JUBB;
KENNEDY; PALMER, 2007).

5.5.2 Linfonodos mesentéricos

Pequenos focos de necrose caseostirdomodos mesentéricosdo ocasionalmente
vistos na paratuberculose em bovinos e restringeagaeles casos de evolucao clinica mais
prolongada (CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984, KREEGER, 1991), no
entanto, estas lesdes ndo foram observadas nosaisnoeste estudo. A linfadenite
mesentérica granulomatosa rica em macrofagos iépies e células gigantes com presenca
de BAAR, foram comumente observados em animaise destido, ja amplamente relatada
por diversos autores.

5.5.3 Intestinos

Os aspectos cerebroide e anelado das alcas naisstobservados através da serosa,
decorrentes do acentuado espessamento da paredénalt foram atribuidos a severa
infiltracdo inflamatoria transmural, principalmergs mucosa e submucosa do jejuno e ileo.
O comprometimento das camadas muscular e serasgéedtno, pela extensao da infiltragao
inflamatodria da mucosa e submucosa, foi observada@asos mais severos.

A aparéncia enrugada da mucosa do intestino, comenobservada em animais com
paratuberculose clinica, ndo desaparece quandtestimo é distendido (CHIODINI; VAN
KRUININGEN; MERKAL, 1984; STEHMAN; 1990); este aath@ ndo deve ser confundido
com a alteracdo que ocorre logo apdés a morte deaidwersisténcia do peristaltismo
(DRIEMEIER, et al., 1999).

No duodeno de duas vacas necropsiadas neste estbservaram-se estruturas
polipdides na superficie da mucosa espessada; omss chistologicos dessas areas, 0s
achados histolégicos correspondiam a proliferagégléndulas duodenais e intestinais, que
conferia aspecto “arboriforme” a superficie da nsacoNessas areas havia infiltracdo
inflamatoria semelhante a outras secdes do integtiorém em menor intensidade e ndo se
via qualquer estrutura que pudesse sugerir pasasibnl outro processo patologico. Na
literatura ndo se encontrou referéncia a lesdoritlesem animais com paratuberculose.
Supbe-se que a infiltracdo inflamatdria tanto entesa quanto na submucosa intestinal,
poderia ter causado disfungfes na atividade seeretas glandulas duodenais e consequente
proliferacdo nas areas afetadas. Acreditamos qumpertrofia da lamina propria e da
muscular da mucosa presentes em variados graustatesidade, observados nos animais
deste estudo, pode ser atribuida as alteracOesgueais da mucosa, secundarias ao acumulo
de células inflamatoérias granulomatosas, cujaseke$éram observadas principalmente em
jejuno e ileo.

Lesdes macroscoépicas no intestino delgado, queesgmndem histologicamente a
enterite, sdo usualmente descritas na paratubssc(RUERGELT et al.,, 1978; CLARKE,
1997; CHIODINI; VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984; DRIEMEIER et al., 1999). Estas
lesbes foram observadas nos animais necropsiadgte trabalho, em variados graus de
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intensidade, desde leve a acentuado. E importantlerar que nem sempre estdo presentes, e
que a variacdo na intensidade dessas lesdes padeatgcionada ao estagio da infeccdo, ao
statusimune do animal, a susceptibilidade individualeepa de Map (MENENDEZ, 1990).

As lesBes primarias ocorrem na regido da valvida-decal (CHIODINI; VAN
KRUININGEN; MERKAL, 1984) e em geral, as lesfes etveidas nos animais deste estudo,
foram mais evidentes nos dois ter¢os finais dostimte delgado assim como descrito por
Clarke (1997). No entanto, vacas com sinais clgiewidentes, apresentaram a mucosa
intestinal, desde o duodeno até o reto, difusamespessado e opaco, muitas vezes, com
aspecto microgranular, alteracdo também relatad&piodini, Kruiningen e Merkal (1984).

A microscopia, essas lesbes apresentavam intefikeagdo de macrofagos na mucosa e
submucosa, acompanhados de BAAR visualizados aagdlo de ZN. A explicacdo do
comprometimento primario da porcao final do intestilelgado, pode estar no fato de que as
placas de Peyer do ileo contém aproximadament224 @e células T, e as do jejuno cerca de
30 a 50% (MIYASAKA et al., 1983). A potencial falde células T no ileo, capazes de
efetuar a imunidade celular, sugere que as plaed®egler desta regido, as quais ja sao bem
desenvolvidas em ruminantes jovens, € um ambieekativamente favoravel para a
micobactéria. Tolerancia imune local ao organiserm sido também sugerida, como um
mecanismo responsavel para o estabelecimentoat&d em placas de Peyer (JUSTE et al.,
1994). A porcao terminal do ileo abriga relativateegrande populacdo de micobacterias
saprofiticas em ruminantes, o que poderia inclyssggerir reduzida imunidade local
(LEPPER; WILKS, 1988). Além disso, & aceitavel qaediminuicdo progressiva a
susceptibilidade ao Map com o aumento da idad@, reéacionada, concomitantemente, a
involucdo das placas do ileo e consequente desapardo de ambiente favoravel para a
persisténcia micobacteriana (NISBET; GILMOUR; BRERETON, 1962; LARSEN;
MERKAL; CUTLIP, 1975; REYNOLDS; MORRIS, 1983 apud 8RKE, 1997).

Diversos autores se referem ao “aspecto lepromattzsolesdes histoldgicas quando
a infiltracdo inflamatdria € difusa na mucosa, e gwcondizente com a distribui¢cdo das lesdes
por no0s observadas em todos os animais, muito emésse termo, como também as
descri¢Bes utilizadas para a aparéncia tubercyl8&te comumente utilizadas para as lesbes
necrotico caseosas observadas com frequéncia estimt de pequenos ruminantes com
paratuberculose (GARCIA-MARTIN, 1990).

E importante assinalar a presenca do infiltradfmditério em torno e no interior dos
ganglios nervosos submucosos (plexos de Meisdatisspciando suas células e produzindo-
Ihes processos regressivos; tais infiltrados samomérequentes nos plexos mioentéricos de
Auerbach e nos feixes musculares lisos (CLARKE,71T9ACORSO FILHO et al., 1960).
Essas alteracdes também foram observadas nos amiese estudo. A perineurite pode estar
associada a ocorréncia de hipersensibilidade inéésgue contribui para a diarréia
(CLARKE, 1997; BUERGELT et al., 1978; MERKAL et a1.970).

A persisténcia de imunidade celular-mediada priainétorio, causando inflamagéo
cronica, pode ser provocada por pequeno numeroicEbatérias intracelulares capazes de
resistir a defesa do hospedeiro (CHIODINI et a884), como as observadas na vaca 500.
Assim como em casos de paratuberculose ‘pauciéggjliocorrem também na tuberculose e
na lepra, e estdo relacionadas a acentuado prod¢essmpatologico celular-mediado
(BURRELS et al., 1995; GILMOUR et al., 1978). A tativa de destruicdo dos bacilos pelos
macréfagos e simultanea multiplicagdo do agenteseminterior, resulta na liberacdo de
fatores sollveis os quais continuam a recrutarlalinflamatorias. Células gigantes, as
vezes, sdo formadas como parte da reacédo de mpruitidade do tipo retardado, que causa a
agregacdo e retencdo de macrofagos, comprometindntoascularizacdo e drenagem
linfatica, além de alterar a conformacdo normal tdoido afetado (CHIODINI; VAN
KRUININGEN; MERKAL, 1984). A auséncia de parede wat, esferoplastos de

66



micobactérias e a falta de lipideos na parede arelgldo fatores potencialmente
imunossupressivos ou podem estar relacionados @éac@a de resposta inflamatdria
exacerbada concomitante a auséncia BAAR (CLARKREy1L®Deve-se, inclusive, considerar
a funcdo da camada de lipideo da micobactéria rezmmsmos de resisténcia a fagocitose
(GILMOUR et al., 1978 apud CLARKE, 1997).

N&do se sabe exatamente o porqué da progressaogues atasos, apds anos de
incubacao, para a forma clinica ‘multibacilar’ dagiuberculose. No entanto, acredita-se que
a supressédo ou queda da imunidade celular-mediantefétor que desencadeia a proliferacao
micobacteriana e a eliminacéo fecal do agente (HARL997). Nestes casos, a patogénese
ainda é desconhecida.

5.5.4 Demais 6rgaos

Nos animais necropsiados neste estudo, achadossnespecificos observados, tais
como mau estado corporal das carcacas, atrofiaaseims depodsitos de gordura, podem ser
atribuidos a absorcdo intestinal deficiente resdita em deficiéncias nutricionais
consequentes a diarréia, comumente descritos emtlita (BUERGELT et al., 1978;
CLARKE, 1997; DRIEMEIER et al. 1999). Edema dasrsbdo abomaso e atrofia do lobo
caudado do figado (faixa de tecido fibroso que as#imuava com o parénquima hepéatico)
(DRIEMEIER et al., 1999) e edema submandibular@ado a hipoproteinemia (DACORSO
FILHO et al., 1960) também tém sido relatados, paonéo foram observados.

Placas de calcificacdo no endocéardio e na aortdada 500 foram também descritas
por alguns autores (BUERGELT et al., 1978; CHIODIMAN KRUININGEN; MERKAL,
1984; CUNHA et al., 2003; DRIEMEIER et al., 1999)ye igualmente, observaram areas
claras de aspecto rugoso no endocardio e na imtanaorta. Mineralizacdo da intima das
artérias tem sido descrita em diversas doencasetiagotes de bovinos tais como a
paratuberculose e a tuberculose; especialmentatogidacdo por plantas calcinogénicas
(DOBEREINER et al., 1971), porém, é também consid@rum achado de necropsia
incidental em animais velhos (KITT, 1927 apud DRHEKR et al., 1999). Trata-se, portanto,
de uma lesao inespecifica (DRIEMEIER et al. 198€) necessariamente relacionada com a
inflamacdo granulomatosa crénica. No entanto, agpasquisadores afirmam que sao
causadas por disturbios metabdlicos associadosfegcédo pelo Map (ALIBASOGLU;
DUNNE; GUSS, 1962; BUERGELT et al., 1978).

Hepatite granulomatosa multifocal foi relatada témbpor Buergelt et al. (1978) e
Driemeier et al. (1999), porém estes autores malatea presenca de BAAR associado ao
infiltrado inflamatério. Em nosso estudo, esta defsi obsrvada em dois animais (Vacas 335,
500), porem BAAR nao foram visualizados a colorag@bo ZN. Estudos posteriores,
utilizando-se imunoistoquimica desses 6rgédos, @odser desenvolvidos. Lesfes em outros
orgaos sao raramente encontrados (CLARKE; LITTLE)6), sugerindo que mecanismos
imunes e patogénicos no intestino séo significateme diferentes dos outros locais
(CLARKE, 1997).

5.6 Diagnésticos Diferenciais

Diagndésticos diferenciais com outras enfermidade®oh ser considerados.

Na tuberculose apesar do emagrecimento progressivo, em gerahaadiarreia e ha
predominancia de granulomas de natureza necréiseesos, com frequéncia mineralizados,
em diversos 0rgaos, especialmente no pulméo (MCGAYACHARY, 2007).
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Diarreia crbnica em bovinos adultos, embora fretpraente observada em casos graves
da paratuberculose, € um sinal clinico inespecifieb disfuncdo pode ser observada também
nadeficiéncia de cobrecondicionada ao excesso de molibdénio (MAZZOCCa@l.et2009,
TOKARNIA, 2009) associado com despigmentacdo ddsspéo redor dos olhos e a
diminuicdo do apetite, sinais comumente ausentdoeaca de Johne, na qual o apetite esta
normal ou até exacerbado, mesmo em estagios maigados da infeccdo. Clarke (1997)
comenta que, ocasionalmente, na paratuberculosevabse despigmentacao dos pélos, o que
torna a comercializagdo do couro economicameni@valy alguns animais do nosso estudo
apresentaram discretas alteracfes na pelagenoms aspecto aspero e opaco (Vaca 295) e
areas de alopecia na face (Vaca 493) e atribuiratss ateragdo como consequencia do
empobrecimento da condi¢do geral do animal, ass@@aperda de proteinas e desidratacao
devido a diarreia.

Na intoxicacdo por fldor, os animais apresentam sinais clinicos semelhaates
paratuberculose, como diarreia intermitente, pdedpeso, producao de leite diminuida e mas
condicbes gerais, no entanto observa-se tambémreesoento dos dentes e claudicacao
(RIET-CORREA et al., 1983), caracteristicas ausents animais deste estudo.

Na disenteria de inverng causada pelo coronavirus, a semelhanca da
paratuberculose, observa-se diarreia aquosa eafeteis adultos, mas ocorre sob forma de
surtos que perdura por aproximadamente uma serRNEARINI et al., 2008); ao contrario,
dos sintomas dos animais estudados, que apresentdaaeia cronica e intermitente.

Diarreia em animais adultos também pode ser obda@maacidose latica mas trata-se
de um quadro, em geral, agudo e associado a ingegtiessiva de alimentos altamente
fermentaveis. O sistema de criacdo do rebanho adtudra semi-intensivo, e a oferta da
suplementacao, aos animais, era controlada.

A diarreia viral bovina (BVD) apresenta quadro clinico semelhante ao da
paratuberculose, mas a BVD cursa com anorexia, pedéebril, afeta animais de todas as
idades e a morbidade e a letalidade em geral &80 (@UBB; KENNEDY; PALMER, 2007).

O rebanho estudado apresentava mortalidade baixas eanimais afetados tinham,
aproximadamente, cinco anos de idade.

As parasitoses gastrointestinaisapesar de cursarem com diarreia cronica, sas esana
animais adultos e, quando ocorrem, fatores queanagsieda de imunidade geralmente estao
presentes, tais como deficiéncias nutricionais egaprincipalmente deficiéncia de fésforo
(TOKARNIA et al., 2009). O rebanho estudado, emaheapresentava estado nutricional
bom, e os animais com sinais clinicos da paratubmse eram vacas adultas, se alimentavam
normalmente, porém com escore corporal ruim.

Na intoxicacdo por polpa citrica e na ingestdo dé&/icia spp., observa-se a
inflamacg&o granulomatosa em varios 6rgaos (BRACABRENt al. 1999; BARROS et al.,
2001; GAVA et al, 1999), enquanto que na paratulese as inflamacdo afeta
principalmente intestino e linfonodos mesentérieosdo raras ou ausentes em outros 6rgaos,
caracteristicas observadas nos animais necropsiagts estudo.

Na intoxicagdo por Brachiaria spp, apesar do quadro clinico ser diferente, também
tem sido relatada a ocorréncia de macréfagos esmsmws linfonodos (DRIEMEIER et al.,
1998), porém a coloracdo pelo ZN resulta negath@mais deste estudo apresentaram
infiltracdo por macrofagos epitelidides em cortexedular dos linfondos mesentéricos com
presenca de BAAR.
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6 CONCLUSOES

O diagnéstico de paratuberculose em rebanho baeiteiro no municipio de Rio
Claro, Estado do Rio de Janeiro foi estabelecido base nos aspectos clinico-patolégicos,
no isolamento e identificacdo d&ycobacterium aviunsubsp paratuberculosissm amostras
de fezes, raspado de mucosa intestinal e leisa/édrde cultivo bacteriano e PCR 1S900, bem
como no teste ELISA indireto.

A partir dos dados obtidos no teste ELISA indirelieterminou-se que o rebanho
estudado apresentava alta prevaléncia de aninfectados.

Apds o estabelecimento de medidas de controtéiceel-se consideravel diminuigdo
da ocorréncia de casos clinicos da enfermidadeslo@nho estudado, de seis casos clinicos
por ano para um caso clinico por ano, en trés da@studo.

AlteracBes da mucosa intestinal, observados mss$telo, tais como aspecto polipdide
em duodeno, hiperplasia de glandulas duodenaie®usda hipertrofia da lamina propria,
nao haviam sido citados na literatura em animais quaratuberculose; estudos mais
detalhados séo necessarios, a fim de esclareetogepia dessas lesdes.
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ANEXO 1

Histopatologia de vacas com PARATUBERCULOSE (Rio Claro/RJ)

DATA:

Identific Vaca

Registro SAP

Camadas do
intestino

AlteracBes

duodeno

jejuno

ileo

valvula ileo
cecal

ceco

c6lon

mucosa

macrofagos

células gigantes

linfécitos

plasmécitos

eosinofilos

vilosidades

linfaticos dilatados

congestao

necrose

Ziehl Nieelsen

OBS

duodeno

jejuno

ileo

valvula ileo
cecal

ceco

colon

muscular da mucosa

Ziehl Nieelsen

OBS
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Continuagdo Anexo 1

camadas do
intestino

Alteracdes

duodeno

jejuno

ileo

vavula ileo
cecal

ceco

colon

macrofagos

células gigantes

linfécitos

plasmaécitos

eosinofilos

prolif. fibroblastica

submucosa

linfaticos dilatados

congestao

necrose

Ziehl Nieelsen

OBS

duodeno

jejuno

fleo

vavula ileo
cecal

ceco

colon

Ziehl Nieelsen

camada muscular

OBS

duodeno

jejuno

fleo

vavula ileo
cecal

ceco

colon

Ziehl Nieelsen

serosa

OBS

SAP

Linfonodo mesentérico
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