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RESUMO

A doenca de Johne ou paratuberculose, como é conhecida, é ocasionada por um
bacilo, Mycobacterium avium subesp. Paratuberculosis (MAP), que acomete o0s
ruminantes em geral, ocasionando enterite granulomatosa crénica. Sendo assim,
objetivou-se pesquisar a ocorréncia de lesdes inflamatdrias intestinais associadas a
paratuberculose em ovinos e caprinos na regido do territério da Chapada do Vale do
Itaim, no estado do Piaui. Para a realizacao da pesquisa foram coletados fragmentosdo
intestino delgado e grosso (ileo, véalvula ileocecal e ceco), respectivamente, de 30
animais. As amostras foram processadas histologicamente e coradas com hematoxllina
e eosina para a verificacdo de possiveis lesdes, além de protocolo paracoloracdo de
bacilos acido-alcool resistentes por técnica de Ziehl Neelsen. Na avaliacao
histopatolégica, 12 animais foram sugestivos com lesdes associadas a
paratuberculose, nos quais foi possivel identificar infiltrados inflamatérios com presenca
de macrofagos, linfécitos, mondcitos e neutrofilos, além disso, granulomas e células
gigantes de Langhans. Na baciloscopia, dois animais foram sugestivos para bacilo
alcool-4cido resistente (BAAR). Para a analise estatistica foi o usado o método
descritivo. Portanto, conclui-se que os animais avaliados foram sugestivos para
ocorréncia de paratuberculose.

Palavras-chave: bacilo 4cido- &lcool resistente; paratuberculose; ziehl-neelsen.



ABSTRACT

Johne's disease or paratuberculosis, as it is known, is caused by a bacillus,
Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (MAP), which affects ruminants in
general, causing chronic granulomatous enteritis. Therefore, objective was to
investigate the occurrence of inflammatory bowel lesions associated with
paratuberculosis in sheep and goats in Chapada do Vale do Itaim region, in Piaui state.To
carry out this research, small and large intestine fragments (ileum, ileocecal valve,and
cecum) were collected, respectively, from 30 animals. Samples were histologically
processed and stained with hematoxllin and eosin to check for possible lesions, in
addition to a protocol for staining acid-alcohol resistant bacilli using Ziehl Neelsen’s
technique. In the histopathological evaluation, 12 animals were suggestive of lesions
associated with paratuberculosis, in which it was possible to identify inflammatory
infiltrates with macrophages, lymphocytes, monocytes and neutrophils presence, in
addition, granulomas and Langhans giant cells. On smear microscopy, two animals
were suggestive of acid-fast bacillus (AFB). Descriptive method was used for statistical
analysis. Therefore, it is concluded that animals evaluated were suggestive over
paratuberculosis occurrence.

Keywords: acid-alcohol resistant bacillus; paratuberculosis; ziehl-neelsen.
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1 INTRODUCAO

A doenca Johne ou Paratuberculose, como é conhecida, acomete diversas
espécies de animais principalmente ruminantes, essa € uma enfermidade crénica
progressiva, causada pelo bacilo Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis
(MAP) (FOX et al., 2020; FECTEAU, 2017). E uma enfermidade que ocasiona enterite
granulomatosa, oriunda da abundancia de macréfagos que englobam o bacilo
presente na submucosa e laminas prépria do intestino (WINDSOR, 2015).

A inflamacdo causada por MAP, consiste em uma resposta inflamatoria
proveniente da reagdo de células imune fagocitarias as bactérias no organismo do
animal, convocando novas células inflamatorias para o local afetado, favorecendo
para a geracdo anormal de granulomas nos segmentos mediano e distal do intestino
delgado, algo bem caracteristico da paratuberculose (COUSSENS et al., 2010;
TIWAR!I et al., 2006).

Entdo, devido sua capacidade de gerar prejuizos econdbmicos em animais de
producédo e por haver indicios na literatura cientifica de correlacdo com a doenca de
Crohn, mesmo que seja um fator ainda ndo elucidado, estudos realizados até o
momento inferem que a paratuberculose pode ser uma possivel zoonoses e o MAP
um possivel agente etioldgico para o desenvolvimento da doenca (CARVALHO et al.,
2016; WADDELL et al., 2016). Os sinais clinicos entre ambas as doencas séo
parecidos, o que envolve a inflamacdo ileo terminal, adensamento da mucosa
intestinal, presenca de granulomas, desaparecimento da massa corporal e diarreia
(ERRANTE; JUNIOR, 2016; CUNHA; BALLUS, 2009; ACHESON, 2001; SELBY,
2000).

Comprovadamente, o bacilo causador da doenca pode contaminar a carne e
derivados no ante e pés mortem, podendo ser transmitido através da 4gua e leite ndo
pasteurizado, sendo resistente ao tempo/temperatura de pasteurizacao,
apresentando-se persistente a altas e baixas temperaturas, pH acido, desidratacéo e
biocida, sendo denominada como bactéria alcool-acido resistente (B.A.A.R.)
(FALKINHAM, 2018; WADDELL et al., 2016; JOHNSON; ODELL, 2014).

Desta forma, devido a auséncia de estudos no estado do Piaui, especialmente
o territorio da Chapada do Vale do Itaim, de ocorréncia de paratuberculose em ovinos
e caprinos, pesquisas se fazem necessarias para elucidar o acometimento desta

enfermidade ou a auséncia da mesma no Piaui.



Portanto, objetivou-se pesquisar a ocorréncia de lesfes inflamatdrias intestinais
associadas a paratuberculose em ovinos e caprinos na regiao do territorio da Chapada

do Vale do Itaim, no estado do Piaui.

2 REVISAO DE LITERATURA

A regido nordeste foi estimada com um rebanho efetivo de 11.498.124 milhGes
de cabecas de caprino e 14.561.928 milhdes de cabecas de ovinos, resultado da
adaptacao de algumas racas dessas espécies, e muito se da pelo rico bioma que € a
caatinga. A regiao nordeste que vem se destacando cada vez mais com sua expansao
ao longo dos anos em comparacao a outros estados do pais, onde o desenvolvimento
na criacdo dessas espécies foi pouco significativo (IBGE, 2020; MAGALHAES et al.,
2020).

Em se tratando do territério da Chapada do Vale do Itaim, esse faz parte da
microrregido do Alto Médio Canindé que segundo o diagndstico realizado pelo Servico
Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas (SEBRAE), seria a microrregido
com maior rebanho caprino e ovino do estado do Piaui (SEBRAE, 2002). No ultimo
censo realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o rebanho
totalizava 475.616 caprinos e 718.428 ovinos (IBGE, 2020).

A producéo de caprinos e ovinos favorece para o desenvolvimento econdmico,
uma vez que ha oferta de produtos e derivados com grande procura de mercado, baixo
investimento de capital inicial, haja vista que o sistema de criacdo mais adotado é o
extensivo, sendo esse, com predominancia de auséncia de manejo alimentar, e sem
nenhum capital investido, a base alimentar dos animais é a pastagem natural da
caatinga, além disso contribui para angariar renda em pequena proporcdo (CORDAO
et al., 2014; JUNIOR; MARTINS, 2007; COSTA, 2008). Estudos mostram que muitas
propriedades desistem da criacdo de ovinos e caprinos por problemas com a sanidade
do rebanho, principalmente quando adotado criacdo em sistema extensivo (HELMER,
2020).

Com isso, a ocorréncia de doencas consideradas como zoonoses apresenta
grande importancia para a saude publica, uma vez que o abate clandestino e o
consumo de leite sem pasteurizacdo na regido do Vale do Itaim ainda sé&o fatos com
grande ocorréncia. Desta forma, a notificacdo de doencas que podem afetar tanto a
produtividade de ovinos e caprinos como a saude da populacdo consumidora, ganha

destaque pela necessidade de coleta de dados das mesmas. Sendo assim, a



paratuberculose ganha relevancia, uma vez que acomete os ruminantes em geral,
ocasionando inflamacé&o no intestino dos animais acometidos (BENNETT et al., 2012).

No nordeste ja foi notificado a presenca de animais com a paratuberculose, e
derivados contaminados com o MAP, sendo os estados de Pernambuco em bovinos
leiteiros (SA et al., 2013), bufalas leiteiras (MOTA et al., 2010) e queijo coalho
(Albuquerqgue et al., 2019), na Paraiba em pequenos ruminantes (VILAR et al., 2015)
e bovinos leiteiros (MEDEIROS et al., 2012; MOTA et al., 2009), no Maranh&o em
bdfalos (ROCHA et al., 2017; REIS, 2016), e no Piaui em queijo coalho artesanal
(CASTRO et al., 2016).

O Mycobacterium avium subesp. Paratuberculosis apresenta resisténcia a
destruicdo pelos macrofagos por meio da inibicdo da conversdo de fagossomos a
fagolisossomos, devido a isso, fatores de constancia e viruléncia ainda ndo estdo
totalmente interpretados (COUSSENS et al., 2010; JUBB et al., 2007). Ainda néao se
tem total conhecimento sobre a patofisiologia do MAP, uma vez que ainda ndo hd uma
elucidacdo do que o bacilo desencadeia de fato no organismo dos animais afetados,
e principalmente pela auséncia de padronizacdo de uma espécie animal para
aplicacao dos experimentos (SCHWARZ, 2012).

Os sinais clinicos da paratuberculose em pequenos ruminantes sdo menos
expressivos que em bovinos, uma vez que nao apresentam diarreia, contudo, a perda
de peso, apatia e caquexia é bem aparente, levando o animal a morte. Por ser uma
doenca incuravel até o presente momento, meios de prevencdo de diagndsticos
devem ser feitos para controle da doenca (SANCHEZ; ZUNIGA, 2020). Testes como
o ELIZA, imunoistoquimica, polymerase chain reaction (PCR), imunodifusdo em gel
de &gar, teste de tuberculina intradérmico e y-IFN, coloracdo com Ziehl- Neelsen, séo
bastantes utilizados e o escolhido deverd levar em conta os custos, eficiéncia,
precisdo, e a fase de desenvolvimento da doenca ( WHITTINGTON et al., 2019 ;
YAMASAKI et al., 2013).

Diversas causas podem explicar a transmissao do bacilo no rebanho, isso inclui
tamanho do rebanho, acesso de filhotes a fezes de animais contaminados, pastagens
e agua contaminada com fezes, sendo assim, promover a separacao dos filhotes apds
0 nascimento, adotar a vacinacdo, descartar animais positivados, utilizar de testes de
diagnosticos e adotar banco de colostro de qualidade sdo meios de controle que
podem ser instaurados para evitar a transmiss&o da micobactéria no rebanho (SA et
al., 2013; SANCHEZ; ZUNIGA, 2020). A paratuberculose acarreta em grandes perdas


https://bmcvetres.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12917-019-1943-4?fbclid=IwAR1SF0VKWaJGdoEsYU-BzROdI3yKPbbXgvBZI3akeqNVAjPga45Vel3ASKg&auth-Richard-Whittington

econdmicas aos produtores, ocasionando baixa producdo de leite, descarte
prematuro, custo com auxilio veterinario, além de interferir na satude publica e bem
estar dos animais (CASAIS et al.,, 2021; WHITTINGTON et al., 2019; WINDSOR,
2014, 2015; YAMASAK et al., 2010).

Outro fator importante para a populacdo consumidora consiste no fato que a
Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE) desde 2012, enfatiza que a
paratuberculose, se apresenta como sendo de carater transmissivel de importancia
socioecon6mica e/ou saude publica, no qual deve haver controle com a venda
internacional de animais e com o consumo de alimentos de origem animal. Entretanto,
a OIE também declarou que a paratuberculose ainda ndo € apontada como uma
zoonoses, mas, pesquisas apontam que a enfermidade tem possibilidade de ser
transmissivel para o ser humano, e que ha uma possivel ligacdo com a doenca de
Crohn, ja que o MAP foi encontrada no sangue de pessoas portadoras dessa doenca
(CHIODINI et al., 2012; OIE, 2012; NASER et al., 2004;).

A doenca de Crohn, € uma enfermidade que afeta os humanos, sendo
altamente debilitante e que gera sequelas, além de ser fatal em muitos casos, uma
vez que ocasiona enterite na porcéo do coldn, e os sintomas sao diversos, entre eles
a nausea, diarreia, febre e dores abdominais, ainda ndo ha elucidacdo do que
ocasiona o desenvolvimento da enfermidade (PAPACOSTA et al., 2017).

Para o diagndstico da paratuberculose e detec¢cdo do MAP em ruminantes pode
ser utilizado diversos testes existentes no mercado, um deles € o método de Ziehl-
Neelsen (ZN) que posse ser utilizado para a identificagdo rapida do bacilo tanto em
fezes quanto em tecido, e a avaliacdo histopatolgica que apresenta boa eficiéncia, e
pode ser tranquilamente substituido pelo sorolégico e outros testes convencionais
(SIKANDAR et al., 2013; COELHO et al., 2008). Uma vez que o bacilo alcool-acido
resistente (B.A.A.R) é o agente etioldgico da Paratuberculose, e por possuir em sua
parede celular acidos micolicos, permite que a técnica de Ziehl-Neelsen seja utilizada

para deteccao da doenga nos animais contaminados (MANRIQUE et al., 2012).

3 MATERIAL E METODOS
A pesquisa foi desenvolvida no Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e
tecnologia do Piaui-Campus Paulistana, em parceria com o laboratorio de Analises

morfolégicas do NUPCELT na Universidade Federal do Piaui, aprovado pelo Comité
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de Etica e Uso Animal CEUA/IFPI, com o N° 004/CEUAIFPI/2021. Os trabalhos
iniciaram-se em abril e em encerrou em junho de 2022.

Foram coletadas porgdes do intestino delgado e grosso (ileo, valvula ileocecal
e ceco) de 30 animais, em triplicata, sendo dois caprinos e vinte e oito ovinos. No
momento da coleta todos os fragmentos coletados foram submersos em formol
aldeido tamponado a 10% para que ocorresse a preservacao e fixacéo do tecido, apds
24 horas todas as amostradas foram transferidas do formol para o alcool 70, onde
ocorreu a desidratacao e preservacdo do material, os fragmentos ficaram no alcool 70
por um periodo de dois meses, onde se deu inicio a etapa de processo histolégico.
Os animais ao qual foi cedido as amostras pertenceram a rebanhos das cidades de
Acaud, Patos-PIl e Paulistana, todos as coletas foram realizadas nas propriedades,
com exce¢do ao rebanho do municipio de Paulistana, onde foi realizada no
abatedouro municipal, sendo as trés cidades pertencentes ao territério da chapada do
vale do Itaim no estado do Piaui, Brasil.

A anélise macroscopica foi feita em trés animais, todos ovinos, para verificacao
da mucosa e identificacdo de possiveis aparecimento de sinais clinicos associados a
paratuberculose.

O processamento histoldgico foi realizado no Laboratorio de Ciéncias Agrarias
do Instituto Federal do Piaui Campus-Paulistana, os fragmentos foram fixados em
formaldeido tamponando a 10% por um periodo de 24 horas e desidratados em
sequéncia de alcoois 70, 80, 90 e 100%, diafanizados em xilol, infiltrado com parafina
a 60°C e inclusos com parafina histologica, seguindo o método descrito (CAPUTO et
al.,, 2010). No laboratério de Andlises morfoldgicas do NUPCELT na Universidade
Federal do Piaui, os blocos foram cortados em micrétomo (Leica®) em espessura de
7 um, os cortes foram colocados em banho-maria histolégico (OMA®) e pescados por
meio de laminas de vidro com ponta fosca para montagem e leitura histopatoldgica.

A analise de ocorréncia de MAP foi realizada pelo método Ziehl-Neelsen
obedecendo as indica¢cdes do fabricante (LABORCLIN), exceto o processamento de
aquecimento da fucsina que foi adaptado, onde foi utilizado a estufa em temperatura
de 56° para gque ocorresse o0 aquecimento sem que a solugéo nao viesse a ferver, e
os tecidos pescados foram submersos na coloracdo e esperado um tempo de 7
minutos para a devida coloracao e posterior foi dado continuidade ao processo, sendo
lavadas com agua corrente para a retirada do excesso do corante e adicionado o

descorante alcool-acido, em seguida, foram lavadas novamente e coradas com azul



de metileno por um minuto, secas em papel toalha, e coladas com laminula de vidro
para em seguida serem examinadas em objetiva de 100x com 6leo de imerséo.

Para a avaliacdo histopatoldgica, foi utilizado coloracdo por hematoxilina e
eosina para verificacdo de lesdes inflamatorias caracteristicas da paratuberculose na
mucosa do ileo, valvula ileocecal e ceco. Para a descricdo estatistica foi utilizada

analise descritiva.

4 RESULTADOS

A analise macroscépica realizada demonstrou que trés animais foram positivos
para lesdes associadas a paratuberculose, foi possivel identificar que a mucosa dos
fragmentos de ileo, e ceco de dois animais apresentavam-se levemente densas e
enrugadas, jA a valvula ileocecal, apresentou-se com partes lisas e outra
extremamente densa e enrugada com aparecimento de um possivel cisto (Figura 1).

Dos 30 animais que foram coletadas as por¢des do intestino delgado e grosso,
12 desses foram sugestivos para a paratuberculose, sendo todos em ovinos, com
aparecimento de les@es inflamatoérias na porcéo ileo terminal (50%), ceco (41,66%) e
vélvula ileocecal (8,33%), no qual foi possivel identificar pontos de inflamagfes com
grande quantidade de células de defesa, células gigantes de Langhans, e granulomas,

sinais caracteristicos da doenca (figura 2).

Figura 1 — Andlise macroscopica de intestino de ovinos e caprinos. (A) Mucosa de ileo de ovino,
apresentando aspecto enrugado e denso. (B) mucosa de valvula ileocecal apresenta-se parcialmente
lisa e com porcdo densa e enrugada. (C)Mucosa de ceco de ovino, apresentando-se enrugada e densa.

Fonte: Arquivo Pessoal



Figura 2 — (A) Fotomicrografia de submucosa de ileo de ovino, apresentando enterite granulomatosa,
células gigantes de Langhans e granuloma. HE. Obj 40X. (B) Fotomicrografia, indicando célula gigante
de Langhans e enterite granulomatosa na musculatura externa de ceco de ovino. HE. Obj 40x. (C)
Fotomicrografia, mostrando célula gigante de Langhans, granulomas, e enterite granulomatosa em
vilosidade de valvula 7leocecal de ovino. HE. Obj. 100x.

Fonte: Arquivo pessoal

A presenca do bacilo Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis foi
sugestivo em dois animais, ambos da espécie ovina, sendo encontrado nos segmentos
da mucosa do ileo e ceco de animais diferentes (FIG 3). Apenas uma das sugestivas
do MAP e a confirmacédo da enterite granulomatosa foi encontrada no mesmo animal,

sendo esse no fragmento do ceco (figura 2.C).

Figura 3 — (A) Fotomicrografia da lamina propria do ileo, sugestiva para numerosos bacilos alcool-acido
resistente. Zielh-Neelsen, obj. 100x. (B) Fotomicrografia da mucosa de ceco, sugestivo para presenca
de B.A.AR. Zielh-Neelsen, obj. 100x.



Fonte: Arquivo pessoal

5 DISCUSSAO

Os resultados histopatologicos identificaram 12 animais com presenca de
lesdes associadas a paratuberculose e pela Técnica de ZN é sugestivo a presenca do
MAP em dois animais, uma vez que, 0s achados macroscopicos e histolégicos sao
bem caracteristicos aos que estdo associados a Paratuberculose. As lesdes
associadas a paratuberculose podem ser ou néo vistas macroscopicamente, no caso
desse estudo é possivel perceber os dois aspectos, o mesmo sendo relatado por

Freitas (2014) em bovinos.

Nos achados histopatologicos, a porcdo mais afetada foi do ileo terminal.
Coelho et al. (2007) relata que é comum ser encontrado lesbes com predominio em
ileo e valvula ileocecal, ressaltando o desenvolvimento de rugas e o adensamento da
mucosa. Fecteau (2017) também confirma em sua pesquisa que a principal porta de
entrada para o bacilo causador da paratuberculose € o intestino delgado, em particular
0 jejuno e ileo. Segundo Garvey (2020), isso ocorre devido a células Microfold (M)
presentes nas placas de Peyer, que se torna porta de entrada para o MAP, uma vez
dentro do ileo a parede celular da bactéria produz a proteina de fixacao de fibronectina
(FAP) que a faz se ligar as células M, essa leva o antigeno até as células dendriticas
e macroéfagos, fazendo assim com que o bacilo as colonize e prolongue sua

permanéncia intracelular, desencadeando respostas inflamatorias.

Sendo assim, pode ser explicado o fato do intestino grosso ser menos afetada,
conforme os achados na presente pesquisa, e a porcentagem de ceco ser menor que

a do ileo, uma vez que nao ha presenca de placas de Peyer. Mota et al. (2010)



também identificou em bufalos no semiarido pernambucano menores quantidades

lesdes associadas a paratuberculose nessa porcéo do intestino grosso.

A deteccao de BAAR por meio da baciloscopia demonstrou baixa acuracia em
relacdo aos achados histopatoldgicos. Fato este, também relatado por Yamasaki et
al. (2013) em bovinos, onde foi detectado lesdes granulomatosa em intestino delgado,
contudo néo foi constatado a presenca da bactéria alcool-acido resistente pelo método
de Ziehl-Neelsen. Justiniano (2012) também relatou que através da coloracdo de
Ziehl-Neelsen nao foi visualizado a micobactéria em valvula ileocecal em pequenos
ruminantes. Sendo concluido por Véliz e Falcones (2021) que a técnica de ZN
apresenta baixa sensibilidade em comparacdo a histopatologia, uma vez que o
resultado do seu estudo foi de apenas um animal positivo para ZN de trés confirmados

pela técnica histopatoldgica.

Animais que estiveram presentes no mesmo rebanho daqueles sugestivos, e
ndo apresentaram o bacilo, poderiam estar na fase subclinica da doenca, o que faz
com que o método de Ziehl-Neelsen ndo seja tdo eficaz, semelhante ao confirmado
por Justiniano (2012) em pequenos ruminantes, onde identificou o Map através de

PCR nos mesmos tecidos submetidos a ZN negativo.

6 CONCLUSAO

Conclui-se que dos 30 animais avaliados 12 foram sugestivos para lesdes
histopatolégicas associadas a da paratuberculose e apenas 2 pela baciloscopia.
Sendo assim, devem ser submetidos a outras técnicas mais sensiveis que venham a
confirmar o MAP na regido da Chapada do Vale do Itaim, uma vez que, a adocao da
baciloscopia por meio de coloracdo de Ziehl-Neelsen tem como caracteristica
apresentar baixa sensibilidade em casos subclinicos da doenca. Com isso, é indicado
o teste de PCR para a confirmagéo do bacilo, pois apresenta alta sensibilidade e

especificidade.
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