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RESUMO

A dificuldade no diagndstico da paratuberculose na fase assintomatica esta relacionada
principalmente a resposta imune do hospedeiro frente aos diversos estagios da enfermidade; a
maioria dos animais infectados por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map) nao
apresenta e nao apresentara sinais clinicos caracteristicos da enfermidade ao longo de sua vida
e pode eliminar, intermitentemente, o agente infeccioso no ambiente, através das fezes,
mantendo a infec¢do no rebanho. Atualmente, os testes laboratoriais disponiveis para
diagnostico subclinico da paratuberculose apresentam baixa eficiéncia, o que limita o
diagnéstico precoce da enfermidade e contribui para a ineficiéncia das medidas de controle da
infec¢do no rebanho. O desenvolvimento de técnicas confiaveis e especificas para a detecgao
“post-mortem” da paratuberculose possibilita o diagnostico antes do aparecimento dos sinais
clinicos, e pode auxiliar na elaboragao de novos testes para detec¢dao “in vivo” da infecgao.
No Brasil, a paratuberculose ja foi descrita em diversas espécies de ruminantes e em varios
estados, no entanto, nao ha programas sanitarios oficiais para o controle da enfermidade. Um
dos objetivos deste trabalho foi detectar a infeccdo pré-clinica da paratuberculose em bovinos
oriundos de rebanho positivo para paratuberculose por metodologias de diagndstico anatomo-
patologico. Foram realizados estudos histopatoldgico, histoquimico e imuno-histoquimico de
intestino delgado e linfonodos mesentéricos coletados no frigorifico local. A histopatologia,
observaram-se lesdes compativeis com paratuberculose em animais assintomaticos; bacilos
alcool-acido resistentes nao foram visualizados e a imuno-histoquimica mostrou marcagao
positiva em alguns fragmentos analisados. A partir dos resultados, podemos afirmar que o
teste de imuno-histoquimica pode ser uma importante ferramenta para detec¢ao de Map,
especialmente em tecidos com lesdes tuberculoide ou “paucibacillary”, enriquecendo os
métodos convencionais de diagnostico histopatoldgico para confirmagdo da infecgdo. Além
disso, em situacdes onde ndo ha disponibilidade de material para cultivo bacteriano pode-se
utilizar desta metodologia para conclusdo do diagnostico. Na segunda parte do trabalho, foi
realizado um estudo comparativo de duas solugdes fixadoras de tecido, uma contendo formol,
substancia tradicionalmente utilizada em laboratorios de patologia e a outra composta por sais
de zinco. O intuito do estudo foi avaliar a manuten¢do da histomorfologia, a capacidade de
deteccao de bacilos alcool-acido resistentes e antigenos de Mycobacterium spp. por imuno-
histoquimica e amplificagdo dos fragmentos de DNA bovino e de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis por PCR GAPDH, IS900 e F57, em fragmentos de ileo e linfonodo
mesentérico fixados, de bovino com paratuberculose clinica. Avaliaram-se, também, possiveis
alteracdes causadas em diferentes periodos de tempo em que os fragmentos foram mantidos
na solucao fixadora. Verificou-se notavel manutengdo da arquitetura do tecido em fragmentos
fixados em solugdo de zinco, com qualidade da imagem histologica similar aos tecidos
fixados em formol; os resultados obtidos pela coloracdo de Ziehl-Neelsen e imuno-
histoquimica foram semelhantes nos dois fixadores. J4 a PCR mostrou amplificagdo apenas
nas amostras fixadas em zinco, o que demonstra que este fixador pode ser uma ferramenta
importante para manutencdo de 4cidos nucleicos e macromoléculas para estudos genéticos e
protedmicos.

Palavras-chave: Paratuberculose subclinica. Diagndstico laboratorial. Patologia.
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ABSTRACT

The difficulty of diagnosis of subclinical paratuberculosis (Johne’s disease), caused by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), is mainly related to host immune
responses to the different stages of infection; the majority of infected animals does not and
will not present throughout their life clinical signs characteristic of the disease, and can
intermittently eliminate the infectious agent through feces into the environment, keeping the
infection in the herd. Currently, the laboratory tests available for the diagnosis of subclinical
paratuberculosis are unsatisfactory, limiting the early diagnostic of the disease and contribute
to the inefficiency of control measures for infection in the herd. The development of reliable
and specific techniques for detecting paratuberculosis at “post-mortem” examination could
allow preclinical diagnosis contribute to development of a new test for “in vivo” diagnosis of
the infection. In Brazil, paratuberculosis has been reported from different ruminant species
and has a broad geographic distribution; however, there exists no official program for control
of the disease. An objective of this study was to detect preclinical infection of
paratuberculosis in cattle through pathological methodologies for the diagnosis in
paratuberculosis positive herds. Histopathological, histochemical and immunohistochemical
studies of the small intestine and mesenteric lymph nodes collected in the slaughter house
were performed. Histopathology revealed lesions compatible with paratuberculosis in
asymptomatic cattle, without visualization of acid-fast bacilli, and immunohistochemistry
resulted in positive staining in some fragments analyzed. The results obtained in this study
show that immunohistochemistry could be an important tool for detecting Map, especially in
tissues with few mycobacteria, and enrich conventional methods for histopathological
confirmation of the diagnosis of Johne’s disease. Additionally, in situations where there is no
availability of material for culture, this methodology could be used for diagnostic conclusion.
- In the second part of this study, we compared two tissue fixative solutions: one containing
formaldehyde, traditionally used in pathology laboratories, and the other consisting of zinc
salts. The purpose was to evaluate (1) the maintenance of histomorphology, (2) the ability to
detect acid-fast bacilli and antigens of Mycobacterium spp. by immunohistochemistry, and (3)
the amplification of DNA fragments of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis by
PCR IS900 and F57 in sections of formaldehyde fixed ileum and mesenteric lymph nodes
from cattle with paratuberculosis. Also were evaluated possible variations caused by different
time periods during which the fragments were kept in the fixative solution. We found that (1)
the zinc-based fixative showed remarkable maintenance of tissue architecture with similar
histological image quality of tissues fixed in formalin, (2) the results obtained by Ziehl-
Neelsen staining and immunohistochemistry were similar with the two fixative solutions used.
However, PCR amplification was observed only with samples fixed in zinc salts, what
demonstrates that this latter fixative can be an important tool for maintenance of nucleic acids
and macromolecules for genetic and proteomic studies.

Key words: Subclinical paratuberculosis. Laboratorial diagnostic. Pathology.
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1 INTRODUCAO

Paratuberculose ou doenca de Johne ¢ uma enteropatia granulomatosa infecciosa
causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), uma bactéria alcool-acido
resistente (BAAR) que invade e prolifera no citoplasma de macréfagos. A viruléncia atribuida
ao Map ¢ pouco conhecida, mas esta relacionada a resisténcia a destrui¢do pelos macrofagos
através da inibicdo da maturacdo dos fagossomos (COUSSENS et al., 2010; DANIEL et al.,
2006; SOUZA et al., 2007). A imunidade celular mediada possui papel importante no
desenvolvimento das lesdes na mucosa intestinal e no desencadeamento dos sinais clinicos
(CLARKE, 1997). Na fase inicial da infec¢do, os animais sd3o assintomaticos ¢ eliminam
pequenas quantidades da micobactéria; a infecgdo subclinica ¢ caracterizada pela resposta
imune celular mediada, e a resposta imune humoral nesta fase ¢ insignificante; a fase clinica ¢
caracterizada por forte resposta imune humoral e fraca resposta imune celular (BENDIXEN,
1978) e ocorre apos os trés anos de idade, associado a eventos de estresse (CLARKE, 1997).
A dificuldade no diagnostico da paratuberculose subclinica esta relacionada, principalmente, a
resposta imune paradoxal do animal frente aos diversos estagios da enfermidade (STABEL;
ACKERMANN; GOFF, 1996), visto que, a maioria dos animais infectados ndo apresenta e
ndo apresentard os sinais clinicos caracteristicos da enfermidade ao longo de sua vida. Os
testes laboratoriais disponiveis atualmente para o diagndstico precoce da enfermidade sao
pouco satisfatorios (OIE, 2012; STABEL, 1998) e contribuem para a ineficiéncia das medidas
de controle no rebanho. O desenvolvimento de técnicas sensiveis e especificas para a deteccao
da infeccdo no estdgio latente ou subclinico da paratuberculose ¢ necessario para o correto
diagnostico, assim como para auxiliar na melhoria dos métodos de controle da infec¢do e
contribui para minimizar a manutenc¢do e dissemina¢ao do agente etiologico.

Dessa forma, neste estudo pretendeu-se:

(1) Detectar possiveis achados anatomo-histopatologicos e imuno-histoquimicos em
intestino e linfonodos mesentéricos de bovinos provenientes de propriedades com histdrico de
paratuberculose, e avaliar as possibilidades de diagnosticar a enfermidade antes do
aparecimento dos sinais clinicos;

(2) Detectar Map em intestino e linfonodos mesentéricos, fixados e incluidos em
parafina, de bovinos assintomaticos oriundos de rebanho positivo para paratuberculose,
através de PCR IS900 e F57;

Na segunda parte deste trabalho, foi realizado estudo comparativo de duas solugdes
fixadoras de tecidos. O principal objetivo da fixacdo de tecido ¢ a preservacdo da
histomorfologia, bem como promover a deteccdo de epitopos presentes na superficie ou no
interior das células, através de técnicas de imuno-histoquimica (LUNA, 1968). Na maioria
dos casos, a solucdo de formol a 10%, atende a esta necessidade e tem sido o fixador mais
utilizado, durante décadas, na rotina de laboratorios de patologia. No entanto, com o rapido
progresso da biologia molecular, nota-se crescente importancia da preservacio de proteinas e
outras moléculas celulares tanto para o diagnostico quanto para estudos retrospectivos. Tem
sido amplamente descrito que a fixagdo pelo formol pode fragmentar ou comprometer a
qualidade de macromoléculas ¢ do DNA gendmico, e impossibilitar a amplificagdo de
fragmentos longos e a andlise quantitativa dos acidos nucleicos pelo teste PCR (“polimerase
chain reaction”). A formagdo de “cross-link” ou entrelagamento entre proteinas,
macromoléculas e ou acidos nucleicos, pelo formaldeido pode causar efeitos deletérios ou
modificar a cadeia de DNA (JOHANSEN et al., 2004), além disso, ¢ considerado uma
substancia potencialmente carcinogénica (INCA, 2012), o que torna necessario a sua
utilizacao sob cuidados especiais (SUVARNA; LAYTON; BANCROFT, 2013). Estudos tém
demonstrado que DNA, RNA e proteinas sao melhor preservadas em solugdes compostas por
sais de zinco em comparagao aqueles fixadas em solugdes contendo aldeidos (LYKIDIS et al.,
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2007), o que pode ser uma ferramenta importante para a manuten¢ao de acidos nucleicos e de
macromoléculas para estudos genéticos e protedmicos, pelo fato de ndo causarem “cross-link”
ou coagulacdo de proteinas e, inclusive por apresentar menor toxidade e reducao do descarte
de residuos quimicos toxicos. Alguns pesquisadores demonstraram que o zinco pode manter
vidveis, inclusive, enzimas presentes em seccoes de tecidos para avaliacdo de sua atividade
(JENSEN et al., 2010). Neste trabalho, foi realizado um estudo comparativo entre duas
solucdes fixadoras de tecido, um composto por formol € o outro por sais de zinco. O intuito
deste estudo foi avaliar a manutenc¢ao da histomorfologia, a capacidade de detecgdo de bacilos
alcool-acido resistentes e antigenos de Mycobacterium spp. por imuno-histoquimica e
amplificacdo de fragmentos de DNA de bovino por PCR GAPDH e de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis por PCR 1S900 e F57, em sec¢des de intestino e linfonodo
mesentérico fixados, provenientes de bovinos com paratuberculose clinica. E ainda, foi
realizada a comparagdo dos pardmetros acima descritos em fragmentos mantidos nas solugdes
fixadoras (zinco e formol) por diferentes periodos de tempo (24 horas, 2 meses e 16 meses) e
também, entre duas metodologias de extracdo de DNA, uma por kit comercial e outra por
fenol-cloroférmio, de amostras fixadas em zinco e em formol, e incluidas em parafina.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Paratuberculose

A paratuberculose ou doenca de Johne estd presente nos cinco continentes, pertence a
categoria das enfermidades transmissiveis de importancia socio-econdmica ¢ em saude-
publica, cujo controle ¢ necessario para o comércio internacional de animais e alimentos de
origem animal (OIE, 2012). O estudo da transmissdo de Map entre os animais ¢ realizado
principalmente naquelas espécies comumente afetadas e em regides em que a infec¢do
representa importancia econdmica consideravel; a bovinocultura leiteira ¢ a mais afetada e,
acredita-se que o mecanismo de transmissdo do agente infeccioso possui padrao similar em
outras espécies (MANNING; COLLINS, 2010). Os prejuizos estdo relacionados
principalmente a redugdo da produgdo de leite e do ganho de peso, baixa eficiéncia
reprodutiva, abate prematuro e redugdo do valor da carcaga ao abate (HENDRICK et al.,
2005; KUDAHL et al., 2010; OIE, 2012). E considerada uma potencial ameaca a industria
animal devido a sua natureza insidiosa (OIE, 2012); estimativas demonstraram que cerca de
50% dos rebanhos leiteiros europeus e da América do Norte estdo infectados e nestas regides
a paratuberculose ¢ considerada endémica (MANNING; COLLINS, 2010). Nos EUA as
perdas anuais causadas pela paratuberculose chegam a 250 milhdes de doélares (LOSINGER,
2005).

A paratuberculose foi descrita pela primeira vez na Alemanha, em 1895, por Johne e
Frothingam, como tuberculose atipica; na ocasido foram observadas lesdes granulomatosas
contendo BAARs em intestino de bovino. Em 1910, o microrganismo foi isolado em meio de
cultivo e caracterizado como Mycobacterium enteritidis chronicae pseudotuberculosae bovis
Johne (TWORT, 1910, TWORT; INGRAM, 1912) e, atualmente ¢ denominado
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (THOREL; KRICHEVSKY; LEVY-
FREBAULT, 1990). No Brasil, foi relatada pela primeira vez em bovinos importados da
Bélgica no ano de 1915, no estado do Rio de Janeiro, no entdo Posto Zootécnico Federal de
Pinheiro, pelo Professor Octavio Dupont. Atualmente hé descrigoes da enfermidade em varios
estados e em diversas espécies (Tabela 1). Apesar do baixo nimero de rebanhos testados no
pais, as estimativas sdao relativamente altas, quando comparadas as taxas de prevaléncia
internacionais, sendo necessarios estudos para se subsidiarem medidas de controle, uma vez
que nao ha programa sanitario para a paratuberculose no Brasil (GOMES et al., 2002).



Tabela 1. Historico da paratuberculose no Brasil (Continua)

Ano Autores Cidade/Estado Espécie Observagoes
1915 Dupont Rio de Janeiro Bovino Animal importado da Bélgica, Posto Zootécnico Federal em Pinheiral
1956 Santos e Silva Barra Mansa, Rio de Janeiro Bovino Touro importado da Holanda, exames clinicos e anatomo-histopatolégicos
1960 Darcorso Filho etal.  Petropolis e Bangu, Rio de Janeiro =~ Bovino Exames clinicos e andtomo-histopatologico
1961 Silva e Pizelli Petropolis, Rio de Janeiro Bovino Exames necroscopico e bacteriologico de esfregacos de fezes, mucosa
intestinal e linfonodos mesentéricos
1961 Silva Nao informado Nao Cultivo bacteriano em meio Hohn. Primeiro isolamento da micobactéria no
informado  Brasil, a partir de suspensdes de ganglios linfaticos mesentéricos
1968 Silva Nao informado Ovino Teste intradérmico com jonina. Reprodugdo da doenga em ovinos através da
inoculagdo via oral de Map proveniente de bovino infectado
1979 Portugal et al. Brusque e Florianopolis , Bovino Teste intradérmico PPD mamifera e avidria. Exames clinico, anatomo-
Santa Catarina histopatologicos e cultivo bacteriano. Touro nacional e vaca importada da
Holanda.
1986 Ramos et al. Rio Grande do Sul Bovino Teste intradérmico com jonina. Isolamento em HEYM com micobactina e
exames clinicos, anatomo-histopatologicos
1991 Nakajima et al. Juiz de Fora, Minas Gerais Bovino Vaca importada dos EUA, oriunda do estado do Parana
1994 Poester e Ramos Rio Grande do Sul Caprino Teste intradérmico com jonina, exames anatomo-histopatologicos.
Reproducdo da doenga através de inoculagdo oral de emulsio de mucosa
intestinal de bovino com paratuberculose
1996 Riveira Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo Bovino ELISA indireto
1999 Driemeier et al. Capela de Santana, Bovino Exames clinicos e anatomo-histopatolégicos e isolamento em HEYM com
Rio Grande do Sul micobactina
2000 Fonseca et al. Sao Paulo Bovino ELISA
2001 Ferreira et al. Rio de Janeiro Bovino ELISA
2002 Gomes et al. Capela de Santana, Bovino ELISA, IDGA, isolamento do agente em HEYM com micobactina
Rio Grande de Sul
2002 Castro et al. Paraiba Bovino Isolamento do agente em HEYM com micobactina
2003 Cunbha et al. Goias Bovino Exames clinicos e anatomo-histopatolégicos
2003 Ferreira et al. Resende, Rio de Janeiro Bovino ELISA, isolamento do agente em HEYM com micobatina, histopatologia
2005 Silva Para Bovino Bovinos de corte, ELISA




Tabela 1. Continuagao

2005 Acypreste et al. Goiania, Goias Bovino ELISA

2005 Rodrigues Resende, Rio de Janeiro Bovino Exames clinicos, anatomo-histopatoldgicos, imunohistoquimica, isolamento
em HEYM com micobactina e, ELISA ¢ PCR F57

2007 Ristow et al. Rio de Janeiro Bovino ELISA, Isolamento microbiano em HEYM com micobactina e exames
clinicos e anatomo-histopatologicos

2007 Mota et al. Regido da Zona da Mata , Bovino ELISA, isolamento do agente, exames clinicos e anatomo-histopatologicos

Pernambuco

2008 Oliveira et al. Paraiba Bovino Exames clinicos e anatomo-histopatologicos

2008 Carvalho Vicosa, Minas Gerais Bovino Isolamento em HEYM com micobactina, ELISA, PCR IS900 e¢ ISMav2,
sequenciamento do Map

2009 Mota et al. Paraiba Bovino Exames clinicos e anatomo-histopatolégicos e isolamento em HEYM com
micobactina

2009 Jacintho et al. Espirito Santo do Pinhal, Caprino Exames clinicos e anatomo-histopatologicos. Animal procedente de

Sdo Paulo Farroupilha, RS

2010 Costa et al. Espirito Santo Bovino ELISA

2010 Barbosa et al. Maranhio Bubalino  Exames clinicos ¢ anatomo-histopatologicos

2010 Mota et al. Pernambuco Bubalino Isolamento do agente, exames clinicos e anatomo-histopatologicos, PCR
1S900

2010 Oliveira et al. Paraiba Caprino Teste intradérmico PPD mamifera e aviaria. Exames clinicos e andtomo-

€ ovino histopatologicos e imunohistoquimica

2010 Yamasaki et al. Rio Claro, Rio de Janeiro Bovino Teste intradérmico PPD mamifera e aviaria. ELISA, exames clinicos e
anatomo-histopatologicos, isolamento do agente em HEYM com
micobactina, PCR IS900

2012a  Medeiros et al. Paraiba Caprino  ELISA, isolamento em HEYM com micobactina

€ ovino

2012b  Medeiros et al. Paraiba Bovino ELISA

2012 Carvalho et al. Vigosa, Minas Gerais Bovino PCR IS900, clonagem e sequenciamento genético

2012 Dalto et al. Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul Bubalino ELISA, isolamento do agente em HEYM com micobactina, exames clinicos

e anatomo-histopatolégicos, imunohistoquimica, PCR 1S900




2.1.1 Agente etiologico

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, ¢ um bacilo alcool-acido resistente
pertencente a familia Mycobacteriacea, Gram-positivo, intracelular e cultivavel, que apresenta
crescimento lento, com tempo de duplicacdo “in vitro” entre 22 e 26 horas (BANNANTINE
et al., 2003); quando observado ao microscopio, geralmente apresenta-se em pequenos
aglomerados. Sob condi¢des, 6timas, sdo necessarias, aproximadamente, 16 semanas para se
formarem colonias visiveis (OIE, 2012). O longo periodo de tempo necessario para o seu
crescimento em meio de cultivo ¢ uma das grandes desvantagens e limita a sua utilizagao para
o diagnostico rotineiro. O sucesso do isolamento do Map depende de varios fatores, como a
composi¢ao do meio de cultura, a natureza da amostra clinica (sangue, fezes, leite, tecidos), o
uso ou ndo de um protocolo de descontaminagdo, o estagio (recente ou avangado) e a forma
(clinica ou subclinica) da infeccao (TIMMS et al., 2011). Apesar de o cultivo bacteriano ser
considerado pela OIE, o teste “gold standard”, a sensibilidade varia entre 50% e 70%, quando
o isolamento ¢ feito a partir de amostras fecais de bovinos (COLLINS et al., 2006; STABEL,
1997; TIMMS et al., 2011), desta forma, as taxas de prevaléncia podem ser subestimadas
quando determinadas por esta técnica. Os meios de cultivo comumente utilizados sao Herrold
egg yolk medium (HEYM), meio de Dubbos modificado, Middlebrook e Lowenstein-Jensen
acrescidos de micobactina (KLANIKOVA et al. 2012; OIE 2012). Como outras
micobactérias, possui parede celular espessa, composta principalmente por lipideos
(THOREL; KRICHEVSKY; LEVY-FREBAULT, 1990) o que lhe confere alta resisténcia a
processos quimicos, como cloragdo da agua (WHAN et al.,, 2001) e fisicos, como a
pasteurizagao (GRANT et al., 1999).

2.1.2 Epidemiologia

A epidemiologia e patogénese da doenga de Johne estdo amplamente descritas; afeta
principalmente bovinos e foi relatada em ovinos, caprinos, ruminantes silvestres, equinos,
suinos, coelhos e raposas (OIE, 2012; MANNING; COLLINS, 2010). Os animais se
infectam, tipicamente, nos primeiros meses de vida pela via orofecal no momento da ingestao
de colostro ou leite, quando entra em contato com o ubere contaminado com fezes contendo a
micobactéria (BEGG; WHITTINGTON, 2007; MANNING; COLLINS, 2010). No entanto,
ha evidéncias de infeccdo intrauterina de vacas em estdgio avancado da doenca, quando a
fémea gestante ¢ portadora de grande quantidade de microrganismos € a anergia permite a
migracdo de macrofagos infectados para outros Orgdos através da corrente linfatica
(BUERGELT et al, 2006; CHIODINI, VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984;
WHITTINGTON; WINDSOR, 2009); nestes casos o Map pode ser isolado em meio de
cultivo através do colostro e do leite (MANNING; COLLINS, 2010; SWEENEY, 1996). A
transmissdo entre animais adultos ¢ pouco comum, porém tem sido relatada (CLARKE;
GRIFFIN; MACKINTOSH, 2010; CLARKE; GRIFFIN; MACKINTOSH, 2011; KURADE
et al., 2004) e, apesar dos individuos desta faixa etaria serem mais resistentes a infec¢do e
menos susceptiveis ao desenvolvimento dos sinais clinicos, podem se tornar carreadores e
eliminar periodicamente o Map no ambiente. Os bovinos que adoecem sdo, normalmente,
aqueles que se infectaram nas primeiras semanas de vida (HAGAN, 1938); dos animais
infectados, poucos desenvolvem a doenga e outros, em sua maioria, eliminam o agente sem
apresentar os sinais clinicos da enfermidade (MANNING; COLLINS, 2010). Um aspecto
singular da paratuberculose entre as infecgdes micobacterianas ¢ a aparente susceptibilidade a
infeccdo dependente da idade; a dose infectante para neonatos possivelmente ¢ menor em
relacdo a dose infectante para individuos adultos. A base biologica deste mecanismo nao ¢
conhecida, mas provavelmente esta relacionada a entrada do Map no organismo hospedeiro
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através do tecido linfoide intestinal, conhecido como placas de Peyer (MANNING;
COLLINS, 2010; MOMOTANTI et al., 1988). Sabe-se que, em casos clinicos, a eliminagdo de
Map nas fezes ¢ maior em relagdo aos animais assintomaticos e pode ocorrer em qualquer fase
da infeccdo; porém, a bactéria ¢ raramente detectada antes dos dois anos de idade (CLARKE,
1997). O periodo de incubacdo varia de 2 a 5 anos; neste periodo alguns individuos do
rebanho podem eliminar o Map e, com as metodologias existentes para deteccdo de animais
infectados, ¢ impossivel a distingdo entre animais que tiveram prévio contato com o Map e
eliminaram o agente infeccioso daqueles que permanecem infectados, na fase subclinica
periodo em que a progressao da infec¢ao esta controlada (STABEL, 2010).

2.1.3 Imunopatogénese

Os mecanismos de interagdo entre hospedeiro e patdogeno sao complexos, interligados e
relacionados intimamente quanto as caracteristicas genéticas, moleculares e celulares do
organismo animal. As defesas do hospedeiro compreendem reagdes especificas e nao
especificas de eliminagdo do agente infeccioso; o patégeno por sua vez, utiliza taticas de
evasdo e obstrucdo do sistema imune hospedeiro para assegurar a sua sobrevivéncia.
Micobactérias podem infectar varias espécies animais, e de acordo com a circunstancia,
podem ativar uma eficiente resposta imune do hospedeiro ou desencadear uma enfermidade
cronica com lesdes que variam desde reagdes de hiperssensibilidade acentuada a lesdes
aparentemente tolerantes a grande quantidade de bactérias (CLARKE, 1997).

A imunidade especifica contra micobactérias ¢ essencialmente celular mediada; os
anticorpos possuem eficidcia limitada contra estes agentes e a sua destruicdo esta
principalmente relacionada a mecanismos intracelulares de eliminacdo através de macrdéfagos
infectados (CLARKE, 1994; STABEL, 2010). A semelhan¢a de um patdgeno intracelular, o
Map ¢ capaz de sobreviver no interior dos macrofagos através da inibicdo da maturagdo do
fagossomo; este mecanismo também tem sido relatado em outras espécies micobacterianas,
associado a inibicao da acidificagdo do fagossomo (KUEHNEL et al. 2001; WEISS et al.,
2004; WEISS et al., 2005). Visto que, a acidificagdo do fagossomo-lisossomo possibilita a
producao de substancias bactericidas pela célula, tais como o 6xido nitrico, complexos de
oxigénios reativos (H,O, e OH-) e hidrolase lisossomal, este mecanismo reduz a replicagao
intracelular de micobactérias. A produgdo destes compostos pelas células infectadas pode ser
comprometida quando expostos ao Map, onde ocorre a inibigdo a destrui¢do do agente
infeccioso em ambiente intracelular (MILLER et al. 2004; DANIEL et al., 2006; SOUZA et
al., 2007).

Uma vez infectado, os macrofagos sdo ativados e inicia-se o processo de producdo de
interleucina-1 (IL-1), um mensageiro celular que ativa as células T simultaneamente a
apresentacao do antigeno (HOPE et al., 2004; STABEL, 2010). Em seguida, linfocitos T
ativados produzem IL-2, resultando na expansdo clonal de células T citoliticas CD8+ e
populagdes de células T helper CD4+. Durante a ativagdo de células T, os macréfagos e as
moléculas da classe II do MHC, apresentam o antigeno as células CD4+ e os antigenos
associados com moléculas da classe I do MHC s3o apresentados as células CD8+. A
populagao de linfocitos Thl produz IL-2, TNF-a e IFN-y, citocinas que direcionam para a
funcdo imune celular mediada (STABEL, 2010) e, a subpopulagdo Th2 de linfécitos €
responsavel pela indugdo da resposta imune humoral, ou seja, estdgio mais adiantado da
infecc¢do, via citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, caracterizado pela expansao dos linfocitos B,
secre¢do de imunoglobulinas e controle das respostas Thl-mediada (MOSMANN;
COFFMAN, 1989; STABEL, 2010). Determinados antigenos (virais ou bacterianos) podem
preferencialmente ativar a imunidade celular mediada, a imunidade humoral ou ambas.



Lesoes granulomatosas em intestino sdo caracteristicas da infeccdo pelo Map e a
composicao do tipo celular estd associada ao estagio da infeccdo (STABEL, 2010); a
severidade da lesdo esta associada com a intensidade da resposta imunologica local. A
progressdo da doenca, da fase assintomdtica para a fase clinica, tem sido associada a
diminui¢do de células T CD4+ e aumento das células T yd na lamina propria do ileo, com
nenhuma diferenca na frequéncia das células de bovinos infectados assintomaticos e nao
infectados (KOETS et al. 2002; STABEL, 2010; VALHEIM et al., 2004). Um aumento nas
células T CD8+, concomitante a reducao do numero de células T CD4+, tem sido relatado em
caprinos com paratuberculose clinica (NAVARRO et al., 1998). O padrao da expressdo da
citocina no tecido intestinal ¢ influenciado pelo estagio da infec¢ao (COUSSENS et al., 2004;
KALIFEH; STABEL, 2004; TANAKA et al., 2005) e mostra claramente o paradigma Th1-
Th2, a semelhanga de outras doencas micobacterianas tais como lepra e tuberculose
(STABEL, 2010)

As respostas imunoldgicas durante a fase clinica ndo sdo bem conhecidas; geralmente
observa-se uma relacdo inversa entre a imunidade celular e humoral, e no final da infec¢do, ou
seja, na fase terminal da doenga, ocorre a anergia, em que nao ¢ possivel detectar nem a
imunidade celular nem a imunidade humoral (CHIODINI; KRUININGEN; MERKAL, 1984,
STABEL, 2010). Nesta fase, macrofagos infectados podem alcangar a corrente circulatoria e
provocar bacteremia e dissemina¢do do microrganismo para o figado, rins, pulmdes, trato
reprodutor e ubere (CLARKE, 1997; SWEENEY; WHITLOCK; ROSENBERGER, 1992;
COUSSENS et al., 2010). Como em outras micobacterioses ¢ considerada uma doenca
dindmica em que ha periodos de flutuagdes da imunidade celular ou periodos em que ocorre
resposta humoral quando o hospedeiro perde resisténcia frente ao agente. A doenca ¢ o
reflexo da reagdo imune do hospedeiro e, durante o curso da infec¢dao, ha periodos de
remissdo e exacerbacdo da atividade imunoldgica (STABEL, 2010). Vale ressaltar que a
exposicdo a micobatérias saprofitas presentes no ambiente, pode sensibilizar o rebanho
resultando em reagdes de hipersensibilidade do tipo tardia ndo especifica.

2.1.4 Patogénese

Ap0s a ingestdo, o Map ¢ fagocitado pelas células M, que tém a funcdo de recobrir as
placas de Peyer e transportar antigenos da barreira epitelial do limem intestinal para o tecido
linfoide. As células M sdo a via de infeccdo para alguns patdégenos e porta de entrada do
antigeno para iniciar as respostas imunologicas de protecido (MOMOTANI et al., 1988). As
micobactérias sdo transferidas da lamina propria da mucosa do ileo para os macrofagos
(MOMOTANI et al., 1988), e a maioria resiste a digestdo pelo fagolisossomo e multiplicam-
se livremente (BENDIXEN; BLOCK; JORGENSEN, 1981; STABEL, 2010). A imaturidade
dos macrdéfagos em animais jovens associado ao maior volume de tecido linfoide intestinal
organizado no ileo pode ser uma das causas da susceptibilidade a infeccdo dos animais jovens
(MOMOTANI et al.,, 1988). A tentativa dos macrofagos em conter, sem sucesso, a
multiplicagdo intracelular dos bacilos, resulta na liberacdo de fatores soliveis, os quais
recrutam novas células inflamatdrias para o local. O efeito da invasdo tecidual pelos bacilos ¢
a multiplicacdo dos macréfagos e consequente formacao atipica de granulomas nos segmentos
mediano e distal do intestino delgado, caracteristica da doenga de Johne (TIWARI et al.,
2006; COUSSENS et al., 2010). Além disso, Map ndo produz toxinas ou fatores de viruléncia
e nao causa danos celulares; células gigantes se formam como parte da reacdo de
hipersensibilidade tardia e o resultado ¢ o espessamento do tecido intestinal pelo acimulo das
células inflamatdrias, o que pode comprometer a absor¢ao de nutrientes, a vascularizagdo ¢ a
drenagem linfatica (CHIODINI; KRUININGEN; MERKAL, 1984; COUSSENS et al., 2010).
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2.1.5 Sinais clinicos

A manifestagcdo dos sinais clinicos ocorre em animais adultos e afeta, em média, 10% do
rebanho. A mortalidade ¢ menor que 1% ao ano e estima-se que para cada caso clinico
existam entre 15 e 25 animais subclinicos (SWEENEY, 1996; OLSEN;
SIGURDARDOTTIR; DJONNE, 2002). A sintomatologia tipica ocorre em bovinos a partir
de dois anos de idade, normalmente naqueles animais que se infectaram nos primeiros meses
de vida; quando se inicia a manifestacdo clinica, a enfermidade encontra-se ja na sua fase
terminal e resulta em morte do animal. Apesar de os animais apresentarem apetite normal ou
exacerbado, observa-se perda progressiva de peso, desidratagcdo, diarreia intermitente,
profusa, homogénea, semifluida ou liquida, ndo responsiva a tratamentos e que,
progressivamente, em bovinos, torna-se continua e eliminada sob forma de jato. O acentuado
acimulo de células inflamatdrias, principalmente na mucosa e submucosa intestinal,
desencadeia a chamada sindrome da ma absorc¢do, o que diminui a assimilagdo de nutrientes,
reduz a produtividade e causa o declinio da condi¢do corporal (BUERGELT et al., 1978;
CHIODINI et al., 1984; CLARKE, 1997).

2.1.6 Diagnostico

A fase clinica da paratuberculose pode ser diagnosticada através da observag¢do dos
sinais clinicos tipicos e confirmada pela demonstragdo de Map nas fezes através da
microscopia (colora¢do para evidenciacdo de BAARs), do isolamento do agente em meio de
cultivo especifico ou pela deteccio de DNA da micobactéria. A necropsia, pode ser
diagnosticada pela observacdo de lesdes patognomonicas da doenga no intestino e
demonstracdo de BAARs em esfregacos, histologia e ou isolamento de Map em cultivo
bacteriano especifico (OIE, 2012).

A fase subclinica da infec¢do pode ser detectada através da sorologia ou do isolamento
do Map em cultivo bacteriano, a partir de fezes ou tecidos coletados a necropsia. Outra
metodologia utilizada ¢ o teste do inferferon-gama para demonstrar a resposta celular
mediada. A escolha da técnica laboratorial depende das circunstancias e do grau de
sensibilidade diagnéstica necessaria para detecgdo da infeccdo em nivel individual ou de
rebanho (OIE, 2012). No entanto, a ineficiéncia dos testes laboratoriais para deteccao dos
animais infectados e assintomaticos ¢ o principal obstaculo no diagnostico e controle da
doenga de Johne (OLSEN; SIGURDARDOTTIR; DJONNE, 2002; SIGURDARDOTTIR, et
al., 1999).

2.1.6.1 Testes soroldgicos

Os testes soroldgicos comumente utilizados para detec¢do da resposta humoral contra a
doenca de Johne sdao o ELISA, imunodifusdao em agar-gel e fixacdo de complemento e para
detectar a imunidade celular utiliza-se o teste de interferon gama (OIE, 2012). H4 uma grande
variedade de testes utilizados para diagndstico presuntivo da paratuberculose, no entanto,
quando comparado ao cultivo fecal, nenhum deles ¢ sensivel o suficiente para detectar a
infeccdo subclinica (OLSEN; SIGURDARDOTTIR; DJONNE, 2002; TIWARI et al., 2006).

2.1.6.2 Cultivo bacteriano

Os meios de cultivo comumente utilizados sdo Herrold egg yolk medium (HEYM),
meio de Dubbos modificado, Middlebbrook e Lowenstein-Jensen acrescidos com micobactina
(MERKAL, 1970; SMITH 1953; JORGENSEN 1983, OIE 2012). As -caracteristicas

9



morfologicas das colonias de Map dependem do meio utilizado; em HEYM observam-se
pequenas colonias com cerca de 2mm de didmetro, convexas e lisas, enquanto que, no
Middlebrook apresentam-se com aspecto rugoso. Sob condi¢des Otimas, sao necessarios
aproximadamente quatro meses para se tornarem visiveis (COLLINS, 2003).

A dependéncia do Map a micobactina tem sido amplamente utilizada como sua
caracteristica taxondmica, no entanto, a maioria das micobactérias ndo produz esta substancia.
M. paratuberculosis, M. silvaticum e alguns isolados primarios de M. avium nao possuem a
capacidade de produzir a micobactina e dependem da sua adi¢do para crescer em meio de
cultivo. Portanto a dependéncia a micobactina ndo se restringe apenas ao Map (THOREL,
1991).

2.1.6.3 Achados de necropsia

Nos casos avangados da doenca de Johne observam-se a necropsia, vasos linfaticos
proeminentes, esbranquicados € com aspecto tortuoso, que pode se estender da serosa
intestinal até o mesentério; ¢ um achado macroscopico que conduz ao diagnostico presuntivo
da paratuberculose a necropsia. Lesdes mais especificas ocorrem no intestino delgado e, em
casos mais graves, se estendem desde o duodeno até o reto; caracterizam-se por espessamento
da parede intestinal, em que a mucosa adquire aspecto cerebroide e/ou anelado devido a
formacao de rugas e pregas transversais, além disso, apresenta aspecto microgranular em sua
superficie (BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; CHIODINI et al., 1984). Os linfonodos
mesentéricos encontram-se edematosos, aumentados de tamanho e ao corte, protrai e flui
grande quantidade de liquido leitoso (BUERGELT et al.,, 1978; CLARKE, 1997;
DRIEMEIER et al., 1999; YAMASAKI et al., 2010).

2.1.6.4 Histopatologia

Em bovinos com sinais clinicos da enfermidade e com lesdes difusas, foram
denominadas duas classificagdes: forma “paucibacillary” ou tuberculoide e “multibacillary”
ou lepromatosa. Na forma ‘“paucibacillary” ou tuberculoide, o infiltrado inflamatorio ¢é
composto de linfécitos e alguns macrofagos contendo poucas micobacterias; esta forma esta
relacionada a marcada resposta imune celular e corresponde ao inicio ou fase latente da
infeccdo. Na forma “multibacillary” ou lepromatosa hé intensa infiltracdo granulomatosa com
formagdo de células gigantes de Langhans que contém inumeras BAAR em mucosa e
submucosa do intestino delgado e grosso, com proliferacdo fibroblastica ao redor dos plexos
nervosos de Meissner e de Auerbach; na subserosa encontram-se linfangiectasia e linfangite
granulomatosa. As sec¢des dos linfonodos mesentéricos apresentam igualmente, lesdes de
natureza granulomatosa, na zona cortical, paracortical e medular, e presenca de BAAR. Esta
forma esta associada a forte resposta humoral. (BUERGELT et al., 1978, CHIODINI et al.,
1984, CLARKE, 1997; DACORSO-FILHO et al., 1960; DRIEMEIER et al.,, 1999;
GONZALEZ et al., 2005; CARRIGAN, SEAMAN, 1999; PEREZ; GARCIA-MARIN;
BADIOLA, 1996; YAMASAKI et al., 2010).

2.1.6.5 Imuno-histoquimica (IHQ)

O teste de IHQ, tanto de doengas infecciosas quanto de neoplasias, em tecidos
congelados ou fixados em formol tem sido utilizado com frequencia no diagnostico
veterinario (WEBSTER et al., 2010). Apresenta grandes vantagens principalmente na
deteccdo de agentes infecciosos. Em alguns casos, o teste apresenta alta sensibilidade e
especificidade, sendo a técnica considerada “gold standart”, como por exemplo, em doengas
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causadas por prions. A presenca “in situ” do agente infeccioso e ou antigeno pesquisado,
proporciona maior acurdcia ao diagnostico e auxilia na compreensdo da patogénese (BREES
et al., 2000; DABBS, 2010; WEBSTER et al., 2010); além disso, minimiza as possibilidades
de diagnostico falso-positivo devido a imunorreagdes inespecificas. Outra vantagem da IHQ ¢
a realizacdo da técnica em tecidos fixados e incluidos em parafina, o que permite a detecgao
de antigenos em situacdes em que ndo ha disponibilidade de tecidos frescos ou agentes
infecciosos que ndo sdo comumente cultivdveis em laboratérios; e ainda, possibilita a
realizacdo de estudos retrospectivos quando ha disponibilidade de arquivos de tecidos
incluidos em parafina (WEBSTER et al., 2010).

2.1.6.6 Reagao da polimerase em cadeia (PCR)

A PCR ¢ um teste rapido e especifico, mas ainda nao sensivel o suficiente para deteccao
de DNA em casos contendo poucos BAARs (GWOZDZ et al., 1997). A sensibilidade do teste
depende da eficiéncia do isolamento do DNA a partir de amostras clinicas, das condi¢des da
amplificacdo e do método de deteccdo dos produtos da PCR. No entanto aproximadamente
10" copias de fragmentos com 100pb sdo necessarios para tornar possivel a visualiza¢io das
bandas no gel (ALTWEGG, 1995). Além disso, a especificidade também ¢ questionavel.
Portanto, a especificidade e sensibilidade do teste PCR devem ser melhoradas através de
modificacdes e adi¢cdes de etapas nos protocolos ja descritos, tais como, o real-time PCR,
métodos de hibridizacdo, determinacdo de produtos da PCR com enzimas de restrigdo,
sequenciamento, PCR-ELISA e ou nested-PCR (EELES; WARREN; STAMPS, 1992;
POLJAK; SEME; KOREN, 1996).

Diversos autores propuseram métodos de diagnostico molecular em tecidos fixados em
formol e incluidos em parafina (GOELZ et al., 1985; BEN-EZRA et al., 1991; BARCELOS;
FRANCO; LEAO, 2008); a técnica oferece vantagens em relacdo a identificacio
convencional através do cultivo dependente de micobactina (COUSINS et al., 1999).
MCFADDEN et al. (1987a, 1987b) identificaram o elemento de inser¢cdo denominado IS900
no genoma do Map; ha de 15 a 20 copias e seu tamanho equivale a 1451pb do qual 66% ¢ G +
C (COLLINS et al., 1999; GREEN et al.,, 1989). No entanto, Map esta intimamente
relacionado com organismos ambientais do complexo M. avium, particularmente M. avium
subsp. avium o qual apresenta 97% de homologia do DNA de isolados de Map e o IS900 ja
foi confirmado em Mycobacterium sp. (ENGLUND; BOLSKE; JOHANSSON, 2002;
BANNANTINE et al., 2002; COUSINS et al., 1999). Nestes casos sugere-se a utilizacao de
enzima de restricdo nas amostras positivas para confirmar se a sequencia amplificada ¢
compativel com Map (COUSINS et al., 1999).

A PCR tem sido utilizada para detectar a presenca de Map no leite “in natura”
(BOLSKE, HERTHNEK, 2010; CARVALHO, 2008), fezes de bovinos (ALINOVI et al.,
2009; BOLSKE, HERTHNEK, 2010; PINEDO et al., 2008), sangue periférico de bovinos
(BUERGELT, WILLIAMS, 2004; JUSTE et al., 2005; BHIDE et al., 2006, KHOL et al.,
2010), raspado intestinal de bovinos e bufalos (KHAN et al.,, 2010), sémen de bovinos
(HERTHNEK et al., 2006) e bufalos (KHOL et al., 2010) e em intestino de seres humanos
com a doenga de Crohn (SANDERSON et al., 1992).

As sequéncias de DNA denominadas ISMav2, ISMap2 e f57 sdo consideradas
especificas para Map e ndo ha relatos da sua ocorréncia em outras micobactérias
(BANNANTINE et al., 2005, STROMMENGER; STEVENSON; GERLACH, 2001,
VANSNICK et al., 2004).

2.1.7 Tratamento
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Nao ha tratamento comprovado contra a paratuberculose (NRCNA, 2003). O uso de
drogas antimicobacterianas ameniza os sinais clinicos e a excre¢ao do microrganismo pelas
fezes, porém ndo ¢ capaz de eliminar completamente a infeccdo (JOHNSON-
IFEARULUNDU; KANEENE, 1997).

2.1.8 Controle

O controle da doenga ¢ deficiente devido a natureza insidiosa da doenca de Johne,
ao lento desenvolvimento das lesdes intestinais e a baixa sensibilidade dos testes diagnosticos
disponiveis, particularmente na populagdo de animais infectados e assintomaticos
(CHIODINI, VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984; COCITO et al., 1994; NRCNA, 2003;
OIE, 2012). As medidas de controle frequentemente preconizadas se referem a eliminagdo de
vacas com sinais clinicos, rotina de higiene das instala¢des, separagdo de bezerros dos animais
adultos e fornecimento de colostro e leite proveniente vacas negativas para paratuberculose
(CHIODINT et al., 1984), aquisi¢do de animais oriundo de rebanho livre de paratuberculose,
bem como a realizagdo de testes sorologicos semestrais para identificar e abater os animais
reativos (THOEN; HAAGSMA, 1996).

2.1.8.1 Vacinas

As vacinas reduzem a manifestacio dos sinais clinicos e a quantidade de
microrganismos eliminados nas fezes (SHERMAN, 1987; JORGENSEN, 1984); ¢ empregada
em regides onde a paratuberculose causa perdas econdmicas significativas (HUYGEN;
BULL; COLLINS, 2010). E provavel que os fatores inerentes a formulagdo das vacinas tém
reduzido a indu¢do dos mecanismos celulares inato e adaptativo essenciais para eliminagao
efetiva de Map na infeccdo primdria, particularmente na susceptibilidade dos animais
neonatos e supressao da resposta imune frente a infeccdo, o que minimiza, desta forma, o
aparecimento dos sinais clinicos (HUYGEN; BULL; COLLINS et al., 2010; NIELSEN;
TOFT, 2008). A maioria dos programas de controle para a paratuberculose prioriza a redugao
da intensidade dos sinais clinicos, pois a erradicagdo da infec¢do do rebanho parece ser uma
tarefa inviavel, devido em parte, a insensibilidade dos testes diagndsticos; a permanéncia de
animais infectados no plantel atua com fonte de infeccdo de novos animais (HUYGEN;
BULL; COLLINS et al., 2010; NIELSEN; TOFT, 2008).

A implementacdo de programas de vacina pode ser uma alternativa em
determinados paises, porém, nao tém sido alcangadas formulagdes de vacinas que fornegam
protecdo a todos os animais do rebanho, que previna a eliminacdo de Map ou ainda, que
confira total prote¢do contra a infeccdo. As vacinas frequentemente causam a formacao de
grandes granulomas no local da inoculagao (WINDSOR; EPPLESTON, 2006) e induzem as
reacoes cruzadas com anticorpos contra tuberculina bovina. Sua maior desvantagem ¢ a forte
interferéncia nos resultados dos testes imunoldgicos o que impossibilita a distingdo entre
animais com paratuberculose e tuberculose bovina (COCITO et al., 1994; JORGENSEN,
1984; MUSKENS et al., 2002; OIE, 2012) e com isso, pode interferir no Programa Nacional
de Controle e Erradicagcdo da Brucelose e Tuberculose (MAPA, 2006).

2.1.9 Diagnostico diferencial

Diagnéstico  diferencial com outras enfermidades que causam inflamagdo
granulomatosa, emagrecimento progressivo e ou diarreia devem ser considerados.
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2.1.9.1 Tuberculose

Na tuberculose, apesar do emagrecimento progressivo, em geral ndo ha diarreia e ha
predominéncia de granulomas de natureza necrotico-caseosos, com frequéncia mineralizados,
em diversos oOrgaos, especialmente no pulmao (JUBB; KENNEDY; PALMER, 2007,
MCGAVIN; ZACHARY, 2007).

2.1.9.2 Deficiéncia de cobre

Diarreia em bovinos adultos ¢ um sinal clinico inespecifico; tal disfuncdo pode ser
observada na deficiéncia de cobre secundaria ao excesso de molibdénio (MAZOCCO et al.,
2009, TOKARNIA et al., 2010), associado com despigmentacdo dos pelos ao redor dos olhos,
anemia e diminui¢ao do apetite, sinais comumente ausentes na doenca de Johne, na qual o
apetite estad normal ou até exacerbado, mesmo em estagios mais avangados da infeccao.

2.1.9.3 Intoxicagao por fluor

A diarreia intermitente, perda de peso, produgdo de leite diminuida e mas condigdes
gerais, sinais comumente observados na paratuberculose clinica, podem ocorrer também na
intoxicacdo por fluor, no entanto, os animais com fluorose desenvolvem o escurecimento dos
dentes e claudicagdao (RIET-CORREA et al., 1983), estes sinais, em geral, sdo ausentes na
paratuberculose.

2.1.9.4 Disenteria de inverno (coronavirus)

Na infec¢do por coronavirus (disenteria de inverno), a semelhanga da paratuberculose,
observa-se diarreia aquosa e afeta animais adultos, mas ocorre sob forma de surtos que
perdura por aproximadamente uma semana (PAVARINI et al., 2008); ao contrario dos
animais com paratuberculose, que apresentam diarreia cronica e intermitente.

2.1.9.5 Diarreia viral bovina

Na diarreia viral bovina (BVD) os animais podem apresentar quadro clinico
semelhante ao da paratuberculose, no entanto esta associada a anorexia, febre, afeta animais
de todas as idades e em geral, a morbidade e letalidade sdo elevadas (JUBB; KENNEDY;
PALMER, 2007). Na paratuberculose nao ha febre, o rebanho apresenta baixa mortalidade e a
sintomatologia aparece em animais a partir dos trés anos de idade.

2.1.9.6 Acidose latica
A acidose latica, também pode causar diarreia em animais adultos, mas trata-se, em
geral, de um quadro associado a ingestdo excessiva de carboidratos ndo estruturais, tais como
amido e sacarose (MCGAVIN; ZACHARY, 2007).
2.1.9.7 Helmintoses
As parasitoses gastrointestinais, apesar de cursarem com diarreia cronica, sao raras em

animais adultos e, quando ocorrem, geralmente estdo associadas a fatores que causam queda
de imunidade, tais como deficiéncias nutricionais graves, principalmente deficiéncia de
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fosforo (TOKARNIA et al., 2010). Os animais com sinais clinicos da paratuberculose em
geral, sdo vacas adultas que se alimentam normalmente, porém apresentam emagrecimento.

2.1.9.8 Intoxicacao por polpa citrica e Vicia spp.

Em algumas situagdes, a ingestdo de polpa citrica e de Vicia spp., pode causar inflamagao
granulomatosa em varios 6rgaos (BRACARENSE et al. 1999; BARROS et al., 2001; GAVA
et al., 1999), enquanto que na paratuberculose a infiltracdo granulomatosa estd presente
principalmente em intestino e linfonodos mesentéricos, e € rara ou ausente em outros Orgaos.

2.1.9.9 Intoxicagdo por Brachiaria decumbens

Na intoxicagdo por Brachiaria decumbens, também tem sido relatada a ocorréncia de
macrofagos espumosos nos linfonodos (DRIEMEIER et al., 1998), porém a coloragdo de ZN
resulta negativa, além do quadro clinico ser diferente.

2.1.10 Doenca de Crohn

A importancia da doenga de Johne na satde publica se deve a sua possivel associacao
com a doenga de Crohn (CROHN; GINZBURG; OPPENHEIMER, 1932; HERMON-TAYLOR,
2001; GRANT, 2005; OKURA; TOFT; NIELSEN, 2012) que se caracteriza por inflamagao
granulomatosa em qualquer por¢do do trato gastrointestinal, desde a boca até o anus, no
entanto, as lesdes sao observadas comumente, na regido do ileo terminal que, por vezes, sdo
acompanhadas de ulceras e fistulas (SELBY, 1999) e se estendem para os linfonodos
intestinais e vasos linfaticos regionais. Similaridades entre a paratuberculose e a doenca de
Crohn foram observadas por Dalziel em 1913, e posteriormente por Crohn et al. em 1932. Os
sinais clinicos, em geral, se caracterizam por perda cronica de peso, dor abdominal e diarreia
(CHIODINI, 1989). Apesar de sua etiologia ser desconhecida, evidéncias epidemiolédgicas
indicam que a exposicdo de individuos geneticamente susceptiveis durante a infancia, a
determinados fatores microbioldgicos, quimicos e/ou ambientais, favorecem o
desenvolvimento da doenga.

Pesquisadores tém relatado a presenga de Map no leite cru e pasteurizado (AYELE et
al., 2005; GRANT; BALL; ROWE, 2002; SLANA et al., 2008; OKURA; TOFT; NIELSEN,
2012); além disso, a micobactéria foi detectada no sangue de pacientes com a doenca de
Crohn (NASER et al., 2004). Esta possivel relagdo com a enterite em seres humanos ¢
polémica; tratamentos com drogas imunossupressoras € remocao cirurgica da por¢ao
intestinal afetada sdo recomendados para controlar os sintomas e ndo se conhecem métodos
curativos da enfermidade. Ainda sdo necessarios estudos epidemioldgicos amplos, com a
utilizacdo de modernas técnicas moleculares para desvendar a real causa da doenca de Crohn
e determinar se o Map tem significado etioldogico primario ou se € apenas um invasor
secundario (AUSTSCHBACH et al., 2005; COLLINS et al., 2000; MOMOTANI et al., 2012;
NASER et al., 2004; SINGH et al., 2010). Até o presente momento, a paratuberculose nado ¢
considerada uma zoonose (OIE, 2012).

2.2 Estudo sobre Fixadores de Tecidos

A patologia molecular visa integrar ferramentas da biologia molecular as ja
conhecidas técnicas de rotina histopatologica, citopatoldogica e imuno-histoquimica na
identificacdo e caracterizagdo de agentes infecciosos ou alteracdes génicas. Fornece os meios
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mais precisos de diagnostico e possibilita a compreensao do papel da expressdo genética na
etiologia das doencas. O progresso do estudo molecular, nas Ultimas décadas, permite a sua
utilizacao ndo s6 na pesquisa, mas também na rotina diagndstica dos laboratorios de anatomia
patologica.

Tecidos fixados e incluidos em parafina sao facilmente disponiveis nos arquivos de
laboratorios de patologia; geralmente sdo mantidos por décadas e representam uma potencial
fonte de material bioldgico para estudos genéticos e moleculares retrospectivos (BAREA;
PARDINI; GUSHIKEN, 2004). Estas amostras possibilitam a analise conjunta dos achados
histopatologicos € moleculares e, se disponivel, complementacdo com informagdes sobre o
historico, alteracdes clinicas, macroscopia e resposta terapéutica de cada caso. Assim, a
correlagdo dos dados disponiveis pode fornecer subsidios para caracterizacdo detalhada da
evolucdo da patologia e enriquecer as estratégias para o desenvolvimento de novas drogas e
ou tratamentos paliativos, com o intuito de curar ou minimizar o agravamento de uma
enfermidade.

A possibilidade de utilizagdo de materiais de arquivo como fornecedores de DNA
amplificavel por PCR, nas varias frentes da medicina clinica, forense e legal, aumentou a
aplicabilidade da técnica, pois permite analises genéticas quando ndo ha disponibilidade de
material fresco, e ainda, possibilita a deteccdo ou mesmo diferenciagdo de microorganismos
patogénicos, sem a necessidade de isolamento em meios de cultivo (BAREA; PARDINI;
GUSHIKEN, 2004). Além disso, representa uma vasta fonte de material para estudos,
construgdo de bancos de dados para identificacio de individuos e determinacao da
constituicdo genética de uma dada populacdo (BAREA; PARDINI; GUSHIKEN, 2004) em
um determinado periodo de tempo.

Os fixadores de tecido comumente utilizados para analise histologica sdo baseados em
alcool e aldeidos. A fixac¢dao de tecidos em solucgdes alcoolicas, como o etanol e metanol,
ocorre por coagulacdo das proteinas (LYKIDIS et al., 2007). Ja os fixadores baseados em
aldeidos, como o formaldeido e glutaraldeido, sdo substancias eletrofilicas e promovem o
entrelacamento (“crosslink™) entre as proteinas, grupos reativos funcionais das proteinas,
acidos nucleicos e outras macromoléculas (DAPSON, 2007). Este processo pode causar
fragmentacdo do DNA e comprometer a preservacdo de macromoléculas (CRISEN;
MATTSON, 1993; ISOLA et al., 1994; WESTER et al., 2003; WILLIAMS et al., 2000).

A solucao de formol a 10% ¢ o fixador tradicionalmente utilizado em laboratdrios de
patologia durante varias décadas; apresenta algumas vantagens tais como baixo custo, alta
eficiéncia na preservacdo da arquitetura do tecido, facilitagdo no manuseio das pecas
anatomicas apos a fixacdo, possibilidade de armazenamento por longos periodos, além de
conferir 6tima qualidade a imagem histoldgica (BAREA; PARDINI; GUSHIKEN, 2004). No
entanto, a obtencdo de bons resultados na PCR, a partir de tecidos fixados em formol e
incluidos em parafina ¢ notoriamente um processo dificultoso e apresenta desafios a serem
vencidos (JOHANSEN et al., 2004; LEWIS et al., 2001). Além disso, os fixadores contendo
formol sdo potenciais substancias carcinogénicas (INCA, 2012) o que torna necessario a sua
utilizagdo sob cuidados especiais. Para o estudo das macromoléculas, normalmente utilizam-
se tecidos frescos ou congelados; as substancias utilizadas para preservagdo de acidos
nucleicos causam considerdveis danos a arquitetura celular e dificultam a avaliagdo
histopatologica (GILLESPIE et al., 2002). Portanto, nota-se a importancia da necessidade de
melhorias na preservacdo dos componentes celulares em tecidos fixados, com o intuito de
conferir qualidade molecular, principalmente dos acidos nucleicos. Estudos tém demonstrado
que RNA, DNA e proteinas sdo bem preservadas em solugdes de zinco quando comparadas a
solucdes compostas por aldeidos, e demonstra ser uma ferramenta importante para
manuten¢do de acidos nucleicos e macromoléculas para estudos genéticos e protedmicos, pelo
fato de ndo possuirem agentes que causam ‘‘cross-link” ou coagulacdo de proteinas
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(BECKSTEAD, 1994; GONZALEZ et al.,, 2001, JOHANSSON; JANSSON; POWELL,
2000; WESTER et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

A partir da confirmagdo do diagnostico de paratuberculose bovina em duas
propriedades leiteiras na regido sul do estado do Rio de Janeiro, uma no municipio de Rio
Claro (Rebanho A) e outra em Barra Mansa (Rebanho B), foi realizado um estudo
histopatologico, imuno-histoquimico e por PCR IS900 e F57, no intuito de diagnosticar a
infeccdo antes da manifestacdo dos sinais clinicos. A infec¢do nas propriedades estudadas foi
confirmada através do historico, de técnicas andtomo-histopatologicas e imuno-histoquimica,
além disso, foi realizado isolamento bacteriano de Map em meio Herrold com gema de ovo e
micobactina (LABACVET-UFRGS) a partir de amostras de animais do Rebanho A
(YAMASAKI et al., 2010). Os bovinos estudados foram animais descartados do rebanho por
variados motivos tais como desordens reprodutivas, fratura em membros, mastite recidivante
e ndo apresentavam sinais clinicos da enfermidade.

3.1. Coleta de fragmentos de tecido

3.1.1 Bovinos sintomaticos

Entre os anos de 2007 e 2011, 4 bovinos que apresentaram os sinais clinicos da
enfermidade foram necropsiados nas propriedades; na ocasido, foram coletados fragmentos de
diversos 6rgdos para andlise histologica. Também foi realizada citopatologia a partir de
material coletado por raspagem de mucosa de diversas regioes do trato intestinal e “imprint”
de fragmentos de linfonodos mesentéricos. Apos secagem, as laminas foram fixadas em
metanol por cerca de 5 minutos, e submetidas a coloragao de Ziehl-Neelsen.

Adicionalmente, com o intuito de avaliar a capacidade de manutencdo da
histomorfologia e dos aspectos moleculares, por dois diferentes fixadores de tecido, foram
realizados estudos histopatoldgico, imuno-histoquimico e por PCR GAPDH, IS900 e F57, de
fragmentos de linfonodo mesentérico e de ileo; as seccdes foram fixadas em solucdo de zinco
e em formol a 10% neutralizado com carbonato de célcio, na ocasido da necropsia de um
bovino (Vaca 383) com sinais clinicos da paratuberculose. As composicdes das solugdes
utilizadas neste estudo encontram-se descritas no item 3.2.

3.1.2 Bovinos assintomaticos

No mesmo periodo, foram realizadas visitas programadas e periddicas ao frigorifico
da regido para coleta e avaliagdo macroscopica de diversas sec¢des do intestino delgado,
colon e de linfonodos mesentéricos de 52 bovinos sem manifestagio clinica da
paratuberculose enviados para abate provenientes de rebanhos positivos para Map. Utilizou-se
uma ficha (Anexo 1), em que foram anotados os dados de cada animal, assim como as
alteragcOes histologicas observadas em cada porcao de intestino e linfonodo mesetérico
estudado. Os fragmentos destes animais foram coletados em solucdo de formol a 10%
neutralizado com carbonato de calcio.
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3.2 Solucoes fixadoras
3.2.1 Solu¢ao de formol a 10% neutralizado

A partir de uma solu¢do estoque de formaldeido a 37% (Pré-quimicos, Quimiclor
Comercial), foi realizada diluigdo de 1:10 em &gua destilada e em seguida neutralizada com
carbonato de célcio.

3.2.2 Solucao de zinco

A solucao de zinco foi elaborada conforme descrito por Lykidis et al. (2007),
denominado Z7 pelos autores. A solugdo era composta de 0.5% de cloreto de zinco (Vetec),
17,16mM de trifluoroacetato de zinco (Sigma, cat.394017), 0.05% de acetato de calcio
(Sigma, cat. C4705) em 0,1M de Tris(hidroximetil)-aminomethane (Sigma, cat.T-1378), pH
6.4-6.7.

Adicionalmente, foram estabelecidos 3 periodos de tempo em que os fragmentos
ficaram imersos na solucao fixadora: 24 horas, 2 meses ¢ 16 meses.

3.3 Histopatologia
3.3.1 Bovinos sintomaticos

Fragmentos de tecidos fixados em formol a 10% neutralizado com carbonato de calcio
e em solugdo de zinco foram processados pelos métodos usuais para andlise histoldgica no
Laboratdrio de Histopatologia, do Projeto Sanidade Animal (PSA), convénio entre Embrapa e
UFRRIJ. Brevemente, ap6s a fixacdo foi realizada a desidratacdo dos fragmentos em banhos
de alcool absoluto; a diafanizacdo, em xilol, seguido de banho de parafina a 60°C e por
ultimo, incluidas em blocos de parafina. Depois, foram cortadas a Sum e coradas pela
hematoxilina-eosina (HE). Os fragmentos que apresentaram lesdes sugestivas de
paratuberculose foram corados pela técnica de Ziehl-Neelsen (LUNA, 1968) com pequenas
modificagdes, para evidenciagdo de BAARs, e em seguida avaliados pelo teste imuno-
histoquimico para Mycobacterium spp. e por PCR IS900 e F57. A cada processamento,
fragmentos de intestino ou linfonodos mesentéricos oriundos de propriedades positiva e
negativa para paratuberculose, foram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente.

3.3.2 Bovinos assintomaticos

Apos a avaliacdo macroscopica do trato intestinal, fragmentos de duodeno, jejuno,
ileo, valvula ileo-cecal, ceco, colon, reto e linfonodos mesentéricos foram coletados em
frascos separados, identificados e fixados em formol a 10% neutralizado com carbonato de
calcio, os quais foram processados pelos métodos usuais para andlise histologica, descrito
anteriormente.

3.4 Coloracao de Ziehl-Neelsen

A coloragao foi realizada conforme descrito por Luna (1968); utilizou-se fucsina
fenificada comercial (Pro-cito).
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3.5 Imuno-histoquimica

As secgdes foram cortadas em microtomo a Sum e aderidas a laminas de vidro,
previamente tratadas com solucao de silano (3-aminopropyl-triethoxysilane, Sigma-Aldrich,
cat.A3648) em acetona a 2% (para proporcionar adesdo adequada dos fragmentos). Logo apos
foram desparafinadas em xilol, em seguida lavadas em alcool e hidratadas em agua destilada.
A peroxidase endogena tecidual foi inativada com H,O; a 3% em solugdo aquosa por 30
minutos. Apds a lavagem com agua destilada, fez-se a reativacao antigénica com uso de
protease XIV (Sigma, cat.P5147), na concentracdao de 0,2 mg/ml, por 30 minutos em estufa a
37°C. Novamente foi realizada a lavagem com agua destilada, e em seguida as ldminas foram
tratadas com leite em pd desnatado (Molico) a 5% em solugdo aquosa, por 30 minutos, para
minimizar as reacdes inespecificas do anticorpo e lavadas novamente em agua destilada.
Depois, as laminas foram incubadas “overnight” a 6°C (em geladeira) com anticorpo primario
contra Mycobacterium spp (GeneTex, cat.20905) numa dilui¢do de 1:1000 em PBS
(“phosphate buffer saline”) (Anexo 2), para fragmentos ZN positivos e 1:500 para fragmentos
ZN negativos. No dia seguinte, apds a lavagem das laminas em agua destilada, utilizou-se a
técnica do complexo avidina-biotina peroxidase através do kit comercial LSAB (Labeled
Streptavidin Biotin, Dako, cat.0690) e a revelagdo das reagdes foram realizadas com o
cromégeno AEC (Aminoetil-carbamazole, Dako, cat. K3461), de acordo com as instrugdes do
fabricante. As laminas foram contracoradas com hematoxilina de Harris ndo alcoodlica
(LUNA, 1968) com pequenas modificagdes, e em seguida montadas com laminula em meio
aquoso (Faramount Aqueous Mounting Medium, Dako cod.S3025). A avaliagao foi feita em
microscopio optico (Olympus BX41TF), e a graduacdo da positividade da coloracdo de ZN e
da THQ foi subjetiva; considerou-se a gravidade e extensdo das lesdes e também a intensidade
da marcagao: leve (+), moderada (++) ou acentuada (+++).

3.6 Reacido da Polimerase em Cadeia - PCR

O teste PCR foi realizado no Laboratério Multiusuario de Biologia Molecular do
Departamento de Parasitologia Animal da UFRRIJ; foi avaliada a capacidade de detecgdo e
amplificacio de DNA bovino (GAPDH) e de DNA de Map (IS900 e f57) por PCR
convencional, ap6s a fixagcdo dos tecidos em duas diferentes solugdes (formol e zinco) e nos
diferentes periodos de tempo imersos na solugdo fixadora, pré-estabelecidos neste estudo.

Antes de iniciar os cortes dos tecidos incluidos em parafina, foi realizada limpeza do
micrétomo e adjacéncias com solugdo aquosa de hipoclorito de sodio a 10%, seguido de
alcool a 70%, para minimizar as possibilidades de contaminacdo das amostras. Este
procedimento foi adotado criteriosamente para a realizacdo dos cortes entre os diferentes
blocos de parafina. Utilizaram-se navalhas descartdveis para microtomia (DuraEdgde,
EasyPath), as quais foram trocadas a cada novo bloco. Obteve-se 6 seccdes de Sum de
espessura, as quais foram colocadas em microtubos de 2ml com tampa de rosca (Axygen).
Para a remogao da parafina, utilizou-se 1,0 ml de xilol nos microtubos contendo os cortes, por
um periodo de 10 minutos e, apés a centrifugacdo a velocidade de 16.000x g; o xilol foi
descartado por inversdao do microtubo. Este procedimento foi realizado duas vezes para cada
amostra. A seguir, os fragmentos foram lavados em 1ml de 4lcool absoluto, por trés vezes;
cada procedimento foi feito num periodo de 20 minutos; os tubos foram homogeneizados
periodicamente e centrifugados antes do descarte do alcool. Para a secagem do dalcool
residual, os microtubos foram acondicionados sem a tampa, “overnight”, em estantes
adequadas. Em seguida, foi realizado o processamento para a extragdo do DNA.
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3.6.1 Extracao de DNA

Foram avaliadas duas metodologias para extragdo de DNA:

3.6.1.1 Método do fenol-cloroformio alcool-isoamilico

Para o processamento da extracdo do DNA, colocaram-se 250uL de PBS (Anexo 2)
em microtubos contendo os fragmentos de tecido desparafinados. Para a liberacao eficiente do
DNA das micobactérias utilizaram-se cerca de 50mg de microesferas de vidro (Beads, Sigma,
cat.G8772) e colocadas em agitador (Beadsbeater) por 1 minuto. Em seguida, foram
adicionados 250 pL de tampao lise composta por SDS 2%, 50mM TrisBase (Sigma, cod.
T1503), 200mM EDTA (Invitrogen, cod.15576.028) e 50uL de proteinase K (20mg/mL,
Invitrogen, cat.25530015). As amostras foram mantidas a 56°C em banho-maria por cerca de
16 horas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a velocidade de 16000xg por 10
minutos, o sobrenadante transferido para um novo microtubo e adicionado fenol tamponado,
pH 7,6-8,0 (BioAgency) na proporc¢ao de 1:1. A mistura foi homogeneizada, centrifugada por
10 minutos a velocidade de 16.000xg e novamente o sobrenadante foi transferido para outro
microtubo, em que foi adicionado fenol-cloroférmio e &lcool-isoamilico (24:24:2) na
propor¢ao de 1:1 em relagdo ao volume da amostra. Apds homogeneizagao e centrifugacao a
16.000xg, o sobrenadamente foi transferido para um novo microtubo; adicionou-se o alcool
isopropanol (mesmo volume do sobrenadante) e 30uL de solucdo de NaCl a 5SM em cada
amostra, para a precipitacio do DNA. Apés 1 hora a 4°C (em geladeira), as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, realizaram-se duas lavagens com
500uL de alcool a 70%, e o alcool residual foi retirado em termobloco a 37°C por 30 minutos.
Para finalizar, foram adicionados 50uL de 4gua ultrapura em cada amostra e incubadas
“overnight” na geladeira.

3.6.1.2 Método de extracdo de DNA por kit comercial

Utilizou-se o Kit Zymo MiniPrep (ZymoResearch, cat.D3065). Os procedimentos foram
realizados conforme as instrugdes do fabricante. Foi utilizado o protocolo para isolamento de
DNA com tamanho maior que 500 pares de base.

3.6.2 Espectrofotometria

ApoOs a etapa de extracdo, a avaliacdo da qualidade e integridade do DNA, foi
realizada a partir dos dados obtidos por espectrofotometria (Nanodrop2000
Spectrophotometer ThermoScientific Uniscience).

3.6.3 Eletroforese do DNA extraido

O DNA extraido de amostras fixadas em zinco ¢ em formol foram analisadas pela
eletroforese em gel de agarose (Sigma) a 0,8%, a 75 Volts por 120 minutos. Baseado nos
dados obtidos pela espectrofotometria foi calculada uma quantidade equivalente a 100ng de
DNA de cada amostra, e adicionada agua livre de DNAase e RNAase e tampdo, até o volume
final de 15uL. A comparagdo foi realizada com DNA de fago A (Fermentas, 300ng/uL) em
quantidade equivalente a 50, 100 e 150ng.
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3.6.4 PCR GAPDH

Para cada reagdo utilizaram-se tampao de PCR 1x, 2mM de MgCl,, 0,2mM de dntp,
10pmol/pL (10uM) de cada “primer”, 0,5U de Taq polimerase (Invitrogen, cod.10966-030) e
IuL de DNA em volume final de 12,5uL. A amplificacdo foi realizada em tubos de 0,2mL
(Labcon) em termociclador (Marca Biometra) de 96 lugares sob as seguintes condi¢des: um
ciclo de desnaturagdo a 95°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 58°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos e
extensio final a 72°C por 5 minutos (CANNON; DAVIS; PATE, 2008). Os produtos de 854
pares de base para os primers GAPDH, foram avaliados pela eletroforese a 75Volts por 55
minutos em gel de agarose a 1,5% (Sigma, A9539), corado com brometo de etideo e
visualizados em transluminador UV (Biorad). Foram utilizados como controle positivo, DNA
extraido de sangue bovino na diluigio de 102 e 107, cuja extracio foi realizada com
utilizacdo de kit comercial (Qiagen), além disso, utilizou-se 4gua como “template” para a
verificacao da contaminagao entre as amostras avaliadas.

Os iniciadores da PCR GAPDH, foram baseados no estudo de Cannon; Davis; Pate
(2007) cuja sequencia de nucleotideos esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia do “primer” GAPDH para amplificagdo de DNA
de bovino e tamanho do “amplicon” da PCR utilizado neste estudo
(CANNON; DAVIS; PATE, 2007)

Tamanho do

GAPDH Sequéncia de nucleotideos
produto

Foward 5’-TGTTCCAGTATGATTCCACCC-3’
Reverse 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA- 3’

854pb

3.6.4.1 Sensibilidade da PCR GAPDH

Para determinacao da sensibilidade da PCR GAPDH, foi utilizado DNA extraido de
sangue bovino, por kit comercial (Qiagen); a quantificagdo foi realizada em espectrofotometro
(Nanodrop2000 Spectrophotometer ThermoScientific Uniscience). Em seguida, foram feitas
dilui¢des seriadas a 10x, em agua livie de DNAase e RNAase e, cada diluigdo foi utilizada
como “template”, desta forma, foi determinada a quantidade minima de DNA, capaz de ser
detectado e amplificado pelo protocolo adotado neste estudo.

As amostras fixadas em formol e em zinco, também foram diluidas a 10" e foi
determinada a menor diluigdo capaz de ser detectado pelo protocolo deste estudo.

3.6.5 PCR IS900 ¢ F57

Para cada reagdo utilizaram-se tampao de PCR 1x, 1,6mM de MgCl,, 0,2mM de dntp,
10pmol/pL (10uM) de cada “primer”, 0,3U de Taq polimerase (Invitrogen, cod.10966-030) e
luL de DNA em volume final de 12,5uL. A amplificacdo foi realizada em tubos de 0,2mL
(Labcon) em termociclador (Marca Biometra) de 96 lugares sob as seguintes condi¢des: um
ciclo de desnaturagdo a 94°C por 4 minutos, seguidos de 40 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 45 segundos, anelamento a 68°C por 45 segundos, extensdo a 72°C por 45 segundos e
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extensdo final a 72°C por 10 minutos (VANSNICK et al., 2004). Os produtos de 452 ¢ 424
pares de base para os primers IS900 e {57, respectivamente, foram avaliados pela eletroforese
a 75Volts por 55 minutos em gel de agarose a 1,5% (Sigma, A9539) corado com brometo de
etideo, e visualizados em transluminador UV (Biorad). Foram utilizados como controle
positivo, DNA extraido de Map, isolado em HEYM no Laboratério de Bacteriologia
Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Labacvet-UFRGS) na dilui¢ao de
10° e 10° e, como controle negativo intestino e linfonodo mesentérico fixados em formol e
incluidos em parafina, de bovino oriundo de rebanho livre de paratuberculose; além disso,
utilizou-se agua como “template” para a verificagdo da contaminacdo entre as amostras
avaliadas.

Os iniciadores da PCR IS900 e F57 utilizados neste estudo, foram baseados no estudo
de Vansnick et al. (2004), os quais, segundo os autores, foram desenvolvidos de acordo com a
sequéncia de insercao 1S900 e f57 (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncia, posi¢do e tamanho do “amplicon” dos “primers” de Map utilizados neste
estudo (VANSNICK et al., 2004)

Primers PCR Sequéncia de nucleotideos Gene Posicoes de - Tamanho
alvo anelamento  do produto

1S900 S2 5’-GGAGGTGGTTGTGGCACAACCTGT-3’ 1S900 228-251 452

IS900 R1 5’-CGATCAGCCACCAGATCGGAA- 3’ 657-677

F57 5’-CCTGTCAATTCGATCACGGACTAGA-3’ F57 151-176 424

F57Rn 5’-TGGTGTACCGAATGTTGTTGTCAC- 3’ 549-572

3.6.5.1 Sensibilidade da PCR 1S900 e F57

Para determinagdo da sensibilidade do teste PCR IS900 e F57, foi utilizado DNA de
Map isolado em HEYM, cedido pelo Labacvet-UFRGS, extraido pelo método fenol-
cloroféormio; a quantificacdo foi realizada em espectrofdmetro (Nanodrop2000
Spectrophotometer ThermoScientific Uniscience). Em seguida, foram realizadas diluigoes
seriadas a 10x, em 4gua livre de DNAase e RNAase e, cada dilui¢do foi utilizada como
“template” para a PCR IS900 e F57; desta forma, determinou-se a quantidade minima de
DNA, capaz de ser detectado e amplificado pelo protocolo adotado neste estudo.

As amostras fixadas em formol e em zinco, também foram diluidas a 10" ¢ foi
determinada a menor diluicdo capaz de ser detectado pelo protocolo utilizado neste estudo.
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4 RESULTADOS

4.1 Bovinos do estudo

Entre os anos de 2007 e 2011, foram avaliadas vacas leiteiras de dois rebanhos positivos
para paratuberculose na regido sul do estado do Rio de Janeiro. No total foram analisados 56
bovinos oriundos de dois rebanhos:
1. Do Rebanho A, localizado no municipio de Rio Claro, estado do Rio de Janeiro, foram
estudadas 52 vacas da raga Girolanda oriundas do municipio de Resende, estado do Rio de
Janeiro. Destas, dois bovinos (Vaca 267 e Vaca 383) apresentaram sinais clinicos tipicos da
doenca de Johne tais como emagrecimento, diarreia intermitente e profusa, as quais foram
necropsiadas na propriedade. Outros 50 animais eram assintomaticos e foram enviados para
abate por variados motivos, tais como mastite recidivante, problemas nos cascos, auséncia de
cio e ou fratura em membros, o que inviabilizaria a manuten¢do destes animais no rebanho;
todos foram abatidos no frigorifico local.
2. Do Rebanho B, localizado no municipio de Barra Mansa, estado do Rio de Janeiro, foram
avaliados quatro bovinos; destes, dois eram sintomaticos e dois assintomaticos, e todos foram
necropsiados.

4.2 Sinais clinicos e macroscopia
4.2.1 Bovinos sintomaticos

Os quatro bovinos com paratuberculose clinica (duas vacas do Rebanho A e duas do
Rebanho B) apresentaram magreza (Figura 1), pelagem com aspecto erigado e opaco, e
episodios de diarreia, eliminada sob forma de jato. A necropsia, foram observados vasos
linfaticos do mesentério e da serosa intestinal proeminentes, esbranqui¢cados e com aspecto
varicoso (Figuras 2 e 3); serosa do intestino delgado principalmente no ileo, com aspecto
anelado e/ou cerebroide de grau moderado a acentuado, mucosa intestinal com acentuado
pregueamento e rugosidade, com microgranulagdes em sua superficie. Havia aumento de
volume dos linfonodos mesentéricos, que protraia ao corte e apresentava noddulos
esbranquicados de variados tamanhos, distribuidos por todo o parénquima.

23



Figura 1. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica em
bovinos. Vaca 383, magra com paratuberculose clinica do Rebanho A, localizado no municipio de Rio Claro, RJ.

Figura 2. Diagnoéstico histopatoldgico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica em
bovinos. Vasos linfaticos mesentéricos e subserosos do intestino delgado, proeminentes e esbranquicados de
vaca com paratuberculose clinica (Vaca 383), do Rebanho A localizado no municipio de Rio Claro, RJ.
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Figura 3. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica em
bovinos. Vaso linfatico proeminente ¢ com aspecto tortuoso em serosa de intestino delgado da Vaca 276 com
paratuberculose clinica, do Rebanho A localizado no municipio de Rio Claro, RJ.

Na ocasiao da necropsia de vacas com paratuberculose clinica do rebanho A, foram
realizadas raspagens da mucosa do ileo para confec¢ao de esfregacos, que quando submetidas
a coloracdo de ZN visualizaram-se inimeros aglomerados de BAAR (Figura 4).

Figura 4. Diagnostico histopatolégico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica em
bovinos. Citologia de raspado de mucosa do ileo, de vaca do Rebanho A com paratuberculose clinica (Vaca
276), localizado no municipio de Rio Claro, RJ. A coloragdo de Zichl-Neelsen revelou aglomerados de bacilos

alcool-acido resistentes.
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4.2.2 Bovinos assintomaticos

A macroscopia de varias por¢des do intestino delgado e grosso das vacas assintomaticas
provenientes de rebanho paratuberculose-positivo, demonstrou areas avermelhadas na mucosa
(Figura 5A e B), de intensidade leve a moderada; no intestino delgado de alguns bovinos
havia areas elevadas (Figura 6) e as placas de Peyer estavam proeminentes (Figura 7). Os
linfonodos mesentéricos de alguns bovinos apresentaram aumento de volume em graus leve a
moderado e evidenciagdo de vasos linfaticos (Figura 8). As principais alteragdes
macroscopicas observadas no intestino delgado e linfonodos mesentéricos dos bovinos do
rebanho A estdo listadas na tabela 4.

Figura 5A. Diagndstico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Mucosa avermelhada do ileo de vaca assintomatica proveniente do
Rebanho A, positivo para paratuberculose. Vaca 518, SAP 31067.
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Figura 5B. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Mucosa intestinal avermelhada de vaca assintomatica proveniente do
Rebanho A, positivo para paratuberculose. Abate realizado em 2007.

Figura 6. Diagnoéstico histopatoldgico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Mucosa de duodeno com elevacdes e projecdes de bovino assintomatico
(Vaca 485) do Rebanho A, positivo para paratuberculose.
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Figura 7. Diagnoéstico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da
paratuberculose subclinica em bovinos. Placa de Peyer proeminente em jejuno de
bovino assintomatico (Vaca 202) do Rebanho A, positivo para paratuberculose.

Figura 8. Diagnostico histopatoldgico, imuno-histoquimico e molecular da
paratuberculose subclinica em bovinos. Vasos linfaticos intestinais mesentéricos e
subserosos evidentes de bovino assintomatico proveniente do Rebanho A, positivo para
paratuberculose, no municipio de Rio Claro, RJ. Abate realizado em 2007.
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Tabela 4. Macroscopia do intestino delgado e linfonodos mesentéricos de vacas assintomaticas abatidas do Rebanho A, positivo para paratuberculose,
localizado no municipio de Rio Claro, RJ (Continua)

Mucosa intestinal com areas avermelhadas Linfonodos
Data do No. do Idade ao Vasos Mesentéricos
abate/ registro no Identificacio abate ) i linfaticos Aumentados OBS
coleta SAP (anos) Duodeno Jejuno Ileo evidentes ’

umidos ao corte
com areas claras

30918-923 490 9 - I + - - -
30924-929 516 7 = - - - = -
30930-935 529 - i F = - = -
30936-941 505 7 A=F 3 = - 5 -
30942-947 549 4 A=F - * - 5 -
30948-953 486 8,5 AF - + - - -
30954-959 575 14 - - I - = -
30960-965 524 7 AF 4HF = - +(+) -
07/05/07 30966-970 552 4 - Sl aF - (+) -
30971-975 310 3 - 4= = - 5 -
30976-979 482 9 + _ B ) o) E;I(;iilfcri)os:j—m elevagdes e projegdes
30980-983 574 13 - - e - = -
30984-987 562 4 + + + - ) Duodeno com elevagaes ¢ projecdes
30988-991 495 7 + _ _ _ _ E;lgﬁ]e;oszim elevagdes e projegoes
30992-995 283 35 - F = - = -
30996-31001 470 _ + _ + _ _ E;gldl:i)os;j_m elevagdes e projegdes
31047-052 278 4 = - - - > -
31053-058 541 5 = - - - > -
31059-064 487 - - - - - > -
29/08/07 31065-070 518 7 AF - + - + -
31071-076 483 10 & - = - - -
31077-082 537 - AF - ++ - = -
31083-088 448 - AF 4HF ++ - _ .

29



Tabela 4. Continuagao

31157-162 172 6 - - = + - -
31163-168 480 10 + - - - = Placas de Peyer saliente
- qudo. Duodeno com elevagdes e projegdes
31169-174 546 6 - - = + esbranquicado ao na mucosa +
23/01/08 corte
31175-180 481 3 - - - + - -
31187-192 398 - - - -+ + , I]?r‘;f;:e"s ¢ fleo com clevagoes ¢
31181-186 202 5,5 + - T + ; I]?r‘:)j’::;‘e"s ¢ fleo com clevagdes ¢
31401-406 530 6 n/e n/e n/e n/e n/e -
31407-412 511 7 n/e n/e n/e n/e n/e -
31413-418 155 - n/e n/e n/e n/e n/e -
31419-424 523 6 n/e n/e n/e n/e n/e -
20/05/08 31425-430 289 3,5 n/e n/e n/e n/e n/e -
31431-436 496 - n/e n/e n/e n/e n/e -
31437-442 519 7 n/e n/e n/e n/e n/e -
31443-448 437 - n/e n/e n/e n/e n/e -
31510-515 532 5 - - = - - -
31516-521 489 9 - - = + - -
31522-527 536 - 1 o 5 - - -
31528-533 219 6 - - = - - -
07/07/08 31534-539 503 7 - - = - - -
31540-545 485 8 1 = = + -
31546-551 491 8 - - = ++ - -
31552-557 520 7 AF = - - - -
21/7/2008 31574-579 84 - - = = - - -
31580-585 85 - - = = - - -
15/10/2008 31620-626 476 14 - - = - - -
16/06/2009 31843 248 - - - = - - -
24/01/2009 31720-724 533 6 _ _ B B ) Aspecto levemente espessado do

ileo

SAP, Setor de Anatomia Patoldgica da UFRRIJ; -, sem alteragdes; n/e, ndo examinado; grau das lesdes: + leve, ++ moderado, +++ acentuado



4.3 Histopatologia

4.3.1 Animais sintomaticos e assintomaticos

As lesdes histologicas foram classificadas de acordo com a descri¢do de Clarke (1997),
em que foi considerada a intensidade da infiltragdo granulomatosa no intestino € nos
linfonodos mesentéricos.

4.3.1.1 Bovinos sintomaticos

Rebanho A. As duas vacas sintomdticas (Vacas 276 e 383) apresentaram lesdes
acentuadas principalmente em jejuno, ileo e linfonodos mesentéricos. Observaram-se grande
quantidade de células gigantes na mucosa principalmente em jejuno e ileo, presenga de debris
celulares na luz das glandulas intestinais; submucosa espessada devido a presenca de
macrofagos epitelioides com eventual formacao de células gigantes, inclusive na luz de vasos
linfaticos, que em alguns casos apresentavam linfangite granulomatosa além de plexos
nervosos de Meissner envoltos pela inflamagao, assim como grande quantidade de BAAR em
mucosa ¢ em menor intensidade na submucosa de jejuno e ileo, e em outras sec¢des do trato
intestinal. Os linfonodos mesentéricos, igualmente apresentavam acentuada infiltragdo
macrofagica com formacdo de células gigantes de Langhans e presenca de BAARs. Os
animais desta categoria apresentavam sinais clinicos tipicos da doenga de Johne.

Rebanho B. Neste rebanho, os dois bovinos com sinais clinicos da enfermidade
apresentaram lesdes de graus moderado a acentuado, compativeis com paratuberculose,
semelhantes aqueles observadas nos animais do Rebanho A. Destes animais foram analisadas
secgoes do intestino delgado e linfonodos mesentéricos. Inimeros agregados de BAARSs
foram visualizados.

4.3.1.2 Bovinos assintomaticos

Rebanho A. Dos 50 animais provenientes do rebanho A, 31 vacas (62%)
apresentaram inflamagao granulomatosa no jejuno (Figuras 9, 10, 13A e B), ileo (Figuras 11 e
12) e ou nos linfonodos mesentéricos (Figura 14); a intensidade das lesdes era de leve a
moderada (Tabela 5). As lesdes leves apresentaram poucos agregados de macréfagos
(epitelioides) e ou células gigantes de Langhans em regides pontuais da mucosa de jejuno,
ileo e ou linfonodos mesentéricos. Ja as lesdes moderadas consistiram em presenca de
macroéfagos epitelioides com formagao de células gigantes e consideravel espessamento da
lamina propria, e infiltracdo granulomatosa focal na submucosa, assim como na luz de vasos
linfaticos desta camada; BAARs ndo foram observados, no entanto, em alguns casos, no
aumento de 1000x, poderia se suspeitar da presenca dos bacilos a coloragdo de ZN, nao
evidenciados nitidamente nesta coloracdo e que, ao teste de IHQ, apresentaram marcagao
positiva.

Em 19 vacas (38%) ndo foram observadas alteracdes histologicas compativeis com a
infeccdo (Tabela 4). A idade dos bovinos que apresentaram lesdes granulomatosas no
intestino delgado (jejuno e ileo) variou de 4 a 10 anos (Tabelas 4 ¢ 5). Nao foram observadas
lesdes no intestino grosso compativeis com paratuberculose em todos os animais abatidos. As
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alteragOes observadas a histopatologia de varias porgdes do intestino delgado e de linfonodos
mesentéricos dos bovinos do Rebanho A, estio listadas na Tabela 5.

Rebanho B. Dos dois animais assintomaticos do rebanho B, apenas um bovino

apresentou leve a moderada infiltracdo por macréfagos epitelioides na mucosa e submucosa
do intestino delgado e linfonodo mesentérico (Figura 15), sugestivas de paratuberculose.
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Tabela 5. Histopatologia do intestino delgado e linfonodos mesentéricos das

paratuberculose, localizada no municipio de Rio Claro, RJ (Continua)

vacas assintomaticas abatidas do rebanho A, positivo para

Data do No. de ld:ode G Jejuno Lleo Linfonodes  C0loracdo IHQ
abate/ registrono  Identificacio Mucosa . de Ziehl-  Mycobacterium
coleta SAP (21?::)?) SUDINICOSa Mucosa Submucosa Mucosa Submucosa ~ mesentericos o spp

30918-923 490 9 - - - - - ME+ = neg
30924-929 516 7 = - - - - - - -
30930-935 529 - - - - - - - - -
30936-941 505 7 = - - - - - - -
30942-947 549 4 - ME, CG + ME, CG + = = ME, CG+ = fleo+ LM+
30948-953 486 8,5 - - - - - ME+ = neg
30954-959 575 14 - - - - - ME+ = neg
30960-965 524 7 - CG+ - - - ME,CG+ - LM ++
07/05/07 30966-970 552 4 - - - - - ME+ = neg
30971-975 310 3 = - - - - - - -
30976-979 482 9 - - - ME+ = ME++ = neg
30980-983 574 13 = - - - - - - -
30984-987 562 4 = ME, CG+ = ME, CG+ = ME+ = Jej +
30988-991 495 7 = - - - - - - -
30992-995 283 3,5 = - - - - - - -
30996-31001 470 - - - - - - - - -
31047-052 278 4 - - - - - ME++ = neg
31053-058 541 5 = - - - - - - -
31059-064 487 - - - - - - - - -
29/08/07 31065-070 518 7 = ME, CG+ ME, CG+ ME, CG+ ME, CG+ ME+ - ileo+
31071-076 483 10 - ME, CG+ - - - ME+ - Jej +
31077-082 537 - = - = = - ME+ - neg
31083-088 448 - - - - - - ME+ = neg
31157-162 172 6 = - - CG+ - ME+ - neg
31163-168 480 10 - - - - - ME+ = neg
31169-174 546 6 = ME+ = ME+ = - = -
PO 31175-180 481 3 = - - ME+ = - = -
31187-192 398 - - - - - - - - -
31181-186 202 5,5 = - - - - - - -

Tabela 5. Continuagao

33



31401-406 530 6 = = = = - -
31407-412 511 7 - - ME+ ME+ ME+ neg
31413-418 155 - - - - - - neg
31419-424 523 6 - - - - ME+ neg
20/05/08 31425-430 289 3,5 - - - - ME+ neg
31431-436 496 - - - - - ME+ neg
31437-442 519 7 - - - - ME+ neg
31443-448 437 - = = = = - -
31510-515 532 5 - = = - ME+ neg
31516-521 489 9 - - ME+ ME+ ME+ neg
31522-527 536 - - = - ME+ ME+ neg
31528-533 219 6 - = = - ME+ neg
07/07/08 31534-539 503 7 - - ME+ = ME+ neg
31540-545 485 8 - - - - - -
31546-551 491 8 = = = = - -
31552-557 520 7 = = = = - -
31574-579 84 - = = ME+ ME+ - neg
217772008 31580-585 85 - - - - - ME+ neg
15/10/08 31620-626 476 14 - - - ME+ ME+ neg
16/06/09 31843 248 - - - - - -
24/01/09 31720-724 533 6 ME+ ME+ ME+ CG+ ME+ CG+ ME+ CG+ fleo+

SAP: Setor de Anatomia Patologica da UFRRJ; - sem alteragdes; grau das lesdes observadas na histopatologia: + leve, ++ moderado, +++ acentuado; ME:

macrofagos epitelioides; CG: células gigantes de Langhans; LM: linfonodo mesentérico; neg: resultado negativo
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Figura 9. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Mucosa de jejuno com moderada infiltragdo granulomatosa e formagéo
de células gigantes de Langhans de vaca assintomatica do Rebanho A positivo para
paratuberculose. Vaca 562, SAP 30985, HE, obj.4x.

Figura 10. Diagndstico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Vilosidade de mucosa do jejuno espessada devido a moderada infiltracao
por macrdfagos epitelioides e células gigantes de Langhans de vaca assintomatica do Rebanho A,
positivo para paratuberculose. Vaca 483, SAP 31072, HE, obj.16x.
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Figura 11. Diagndstico histopatolégico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Mucosa do ileo com moderada infiltragio mononuclear e presenca de
células gigantes de Langhans de vaca assintomatica do Rebanho A positivo para
paratuberculose. Vaca 518, SAP 31067, HE. Obj.10x.

Figura 12. Diagnostico histopatoldgico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Espessamento da ldmina propria da mucosa do ileo decorrente da
infiltragdo mononuclear e de células gigantes de Langhans de vaca assintomatica de Rebanho A
positivo para paratuberculose Vaca 518, SAP 31067, HE, obj.10x.
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Figura 13A. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Submucosa de jejuno com intmeras células gigantes de Langhans e
macrofagos com citoplasma vacuolizado na luz de vaso linfatico de vaca assintomatica do
Rebanho A positivo para paratuberculose. Vaca 549, SAP 30943, HE, obj.16x.

Figura 13B. Diagnoéstico histopatoldgico, imuno-histoquimico e molecular da
paratuberculose subclinica em bovinos. Detalhe da figura anterior. Luz de vaso linfatico
com inumeros macrofagos com citoplasma vacuolizado. Vaca 549, SAP 30943, HE,
0bj.40x.
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Figura 14. Diagndstico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Seio subcapsular de linfonodo mesentérico com inflamagdo granulomatosa
rica em células gigantes de Langhans de vaca assintomatica do Rebanho A positivo para
paratuberculose Vaca 524, SAP 30965, HE, obj.16x.

Figura 15. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Infiltragdo granulomatosa com intimeras células gigantes de Langhans em
linfonodo mesentérico de bovino do Rebanho B, positivo para paratuberculose. SAP 31628,
0bj.20x.
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4.3.2 Estudo dos fixadores / Manutenc¢io da arquitetura histologica

4.3.2.1 Tecidos fixados em solucao de zinco

Foram observadas diferencas histomorfoldgicas dos fragmentos fixados em zinco
em relacdo aos fixados em formol e entre os diferentes periodos de tempo imersos na
solucao.

Notou-se encolhimento das células, em graus leve a moderado e maior afinidade
tintorial, principalmente a hematoxilina, tanto nas sec¢des de ileo quanto nos linfonodos
mesentéricos fixados em zinco (Figuras 16 e 17).

Fragmentos fixados em zinco por 2 € 16 meses demonstraram, respectivamente,
leve e moderada perda do contorno celular, conferindo aparéncia de autodlise,
principalmente, no dapice das vilosidades; no entanto, ndo houve dificuldade na
identificacdo das células e das estruturas histologicas (Figuras 16 e 17).

4.3.2.2 Tecidos fixados em solu¢io de formol a 10%
A imagem histologica dos fragmentos fixados em formol a 10% foram similares

nos diferentes periodos de tempo analisados (24 horas, 2 meses e 16 meses). Nao foram
observadas alteragdes histomorfologicas nas secgdes avaliadas (Figuras 16 e 17).
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SOLUCAO DE ZINCO SOLUCAO DE FORMOL A 10%

Figura 16. Diagnoéstico histopatologico, imuno-histoquimico ¢ molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. A fixa¢do por solucdo de zinco conferiu manutencdo da estrutura
histologica similar ao observado pela fixagdo por formol, no entanto, apresentou encolhimento
das células, em graus leve a moderado. fleo de bovino com paratuberculose (Vaca 383, Rebanho
A), fixado em solugdo de zinco e de formol em diferentes periodos de tempo: A e B: 24 horas, C
e D: 2 meses, E e F: 16 meses. Hematoxilina-eosina.
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SOLUCAO DE ZINCO SOLUCAO DE FORMOL A 10%

Figura 17. Diagnoéstico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. Encolhimento das células, em graus leve a moderado, foi observado em
tecidos fixados pela solu¢ao de zinco. Linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose
(Vaca 383, Rebanho A), fixados em solugdo de zinco e de formol em diferentes periodos de
tempo: A e B: 24 horas, C ¢ D: 2 meses, E ¢ F: 16 meses. Hematoxilina-eosina.
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4.4 Coloracao de Ziehl-Neelsen

4.4.1 Animais sintomaticos e asintomaticos
4.4.1.1 Vacas sintomaticas

Os animais com sinais clinicos da paratuberculose do Rebanho A e do Rebanho
B apresentaram inumeros aglomerados de BAARs em intensidade moderado a
acentuado em intestino e linfonodo mesentérico.

4.4.1.2 Vacas assintomaticas

A coloragdo de ZN, ndo revelou presenga de BAAR em nenhum dos fragmentos
analisados, dos animais de ambos os rebanhos. No entanto, no teste de THQ, seis
bovinos do rebanho A apresentaram marcagao positiva para Mycobacterium spp.

4.4.2 Estudo dos fixadores

A coloragao de Ziehl-Neelsen evidenciou BAARs, no trés diferentes periodos de
tempo nas solucdes fixadoras estabelecidos neste estudo (24 horas, 2 meses e 16 meses),
nao foram evidenciadas variagdes dignas de nota nas diferentes amostras (Figuras 18 e
19). Da mesma forma, a afinidade a fucsina e a intensidade da colora¢do foram
semelhantes nos fragmentos fixados tanto na solugcdo de zinco quanto em formol
(Figuras 18 e 19).
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SOLUCAO DE ZINCO SOLUCAO DE FORMOL A 10%

Figura 18. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose
subclinica em bovinos. A evivenciagdo de bacilos alcool-acido resistentes pela coloragdo de
Ziehl-Neelsen foi similar nos dois fixadores avaliados em sec¢bes de ileo de bovino com
paratuberculose (Vaca 383, Rebanho A), fixados em solucdo de zinco e de formol a 10% em
diferentes periodos de tempo: A e B: 24 horas, C e D: 2 meses, E ¢ F: 16 meses. Obj. 20x.
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SOLUCAO DE ZINCO SOLUCAO DE FORMOL A 10%

Figura 19. Diagndstico histopatolégico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica em
bovinos. A evivenciagdo de bacilos alcool-acido resistentes pela coloragao de Ziehl-Neelsen foi similar nos
dois fixadores avaliados. Linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose, fixados em solugdo de
zinco e de formol a 10% em diferentes periodos de tempo: A e B: 24 horas, C e D: 2 meses, E e F: 16
meses. Vaca 383, Rebanho A. Obj. 20x.
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4.5 Imuno-histoquimica

A intensidade da imunorreacdo foi classificada subjetivamente em leve, moderada
e acentuada, de acordo com a comparagdo feita com o controle positivo, cujo fragmento
intestinal (por¢do de ileo) era proveniente de vaca com sinais clinicos tipicos da
paratuberculose e que, apresentava infiltragdo granulomatosa com presenga de células
gigantes de Langhans e a coloracdo de ZN era de intensidade leve. Neste fragmento
BAAR nao estavam nitidos e, quando submetido ao teste de IHQ, observou-se marcagao
positiva para Mycobacterium spp (Figura 20).

Figura 20. Diagnoéstico histopatoldgico, imuno-histoquimico ¢ molecular da
paratuberculose subclinica em bovinos. Controle positivo do teste de imuno-
histoquimica para Mycobacterium spp. fleo de vaca com paratuberculose do
Rebanho A. Vaca 500, SAP 31598, o0bj.40. Imuno-histoquimica, LSAB

peroxidase, AEC.

4.5.1 Animais sintomaticos e assintomaticos
4.5.1.1 Bovinos sintomaticos

Os dois animais do Rebanho A e os dois animais do Rebanho B com
paratuberculose clinica, apresentaram marcacao positiva para Mycobacterium spp. no
teste de imuno-histoquimica, de intensidade acentuada e moderada, respectivamente.

4.5.1.2 Bovinos assintomaticos

Rebanho A. Do total de 50 animais assintomaticos do Rebanho A, seis vacas
apresentaram marcagao positiva de intensidade leve a moderada para Mycobacterium
spp em jejuno, ileo e ou linfonodo mesentérico (Figuras 21A-C) (Tabela 5), ou seja,
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12% do total de animais avaliados foram positivos neste teste. Das 31 vacas que
apresentaram lesdes histologicas sugestivas de paratuberculose, 26% foram positivas
para Mycobacterium spp. no teste de [HQ.

Rebanho B. Os dois bovinos assintomaticos do Rebanho B ndo apresentaram
imunorreagdo no teste de IHQ, apesar da presenca de lesdo granulomatosa observada no
intestino de um animal.

Figura 21A. Diagnodstico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da
paratuberculose subclinica em bovinos. Infiltracdo granulomatosa com células gigantes
no linfonodo mesentérico demonstrando leve marcagdo positiva para Mycobacterium
spp de bovino assintomatico do Rebanho A positivo para paratuberculose. Vaca 524,
SAP 30965, obj.40. Imuno-histoquimica, LSAB, crom6geno AEC.
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Figura 21B. Diagnodstico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da
paratuberculose subclinica em bovinos. Infiltragdo granulomatosa com células gigantes em
linfonodo mesentérico, demonstrando marcagdo positiva para Mycobacterium spp. de bovino
assintomatico do Rebanho A, positivo para paratuberculose. Vaca 524, SAP 30965, obj.40,
Imuno-histoquimica, LSAB, AEC.

Figura 21C. Diagnoéstico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da
paratuberculose subclinica em bovinos. Maior aumento da infiltragdo granulomatosa em
linfonodo mesentérico demonstrando marcacdo positiva para Mycobacterium spp. de bovino
assintomatico do Rebanho A positivo para paratuberculose. Vaca 524, SAP 30965, ob;.40,
Imuno-histoquimica, LSAB, AEC.
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A Tabela 6 mostra a relacdo dos bovinos dos Rebanhos A e B que apresentaram
resultados compativeis com paratuberculose subclinica em diferentes testes
laboratoriais.

Tabela 6. Quantidade de bovinos que apresentaram alteragdes compativeis com
paratuberculose em diferentes testes laboratoriais

Histopatologia THQ
Total de .
Bovinos Rebanho bovinos Mycobacterium
avaliados Lesoes Presenca SPP
granulomatosas  de BAARs
A 2 2 2 2
Sintomaticos
B 2 2 2 2
A 50 31 0 6
Assintomaticos
B 2 1 0 0
TOTAL 2 56 36 4 10

4.5.2 Estudo dos Fixadores de tecido

4.5.2.1 Fragmentos fixados em solucio de zinco

Tecidos fixados em zinco apresentaram resultados diferentes quando
comparados aos tecidos fixados em formol e ao periodo de tempo em que os fragmentos
foram mantidos na solu¢ao fixadora.

Fragmentos com periodos de fixacdo de 24 horas e 2 meses apresentaram
marcacdo positiva na IHQ, claramente distinguivel, quando analisados ao microscopio
optico. No entanto, seccdes mantidas na solu¢do fixadora por 16 meses, revelaram
marcagdo insatisfatoria em relagdo a clareza e nitidez da imunorreacdo. Observou-se
que, ap6s tratamento das secgdes para a IHQ, o tecido (principalmente fragmentos de
ileo) sofreu danos, demonstrado pela perda da estrutura histologica e da afinidade
tintorial a hematoxilina (Figuras 22 e 23).

4.5.2.2 Fragmentos fixados em solu¢do de formol

Fragmentos fixados em formol a 10% nos trés diferentes periodos de tempo (24
horas, 2 meses e 16 meses) em que foram mantidos na solucdo fixadora, ndo
apresentaram diferengas significativas na intensidade da imunomarcacdo, tanto em
seccoes ileo quanto em linfonodo mesentérico (Figuras 22 e 23).

A tabela abaixo (Tabela 7) mostra o resultado geral dos parametros analisados
neste estudo, em tecidos fixados em zinco e em formol, e em diferentes periodos de
tempo em que os fragmentos ficaram imersos na solucao fixadora.
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Tabela 7. Quadro geral com os resultados da analise histomorfologica (hematoxilina-eosina e colorag¢@o de Ziehl-Neelsen), imuno-histoquimica e PCR
GAPDH, IS900 ¢ f57, de ileo ¢ linfonodo mesentérico fixados em solugdo de zinco e em formol, e incluidos em parafina

Arquitetura Coloracao de hisg)m::;g;ica PCR PCR
celular Ziehl-Neelsen q . GAPDH 1S900 e F57
Mycobacterium spp
Te~mp0 na Tecido Zinco Formol | Zinco Formol Zinco Formol Zinco Formol | Zinco Formol
solucio fixadora
fleo + + + + + + + - + -
24 horas LM + + + + + + + - + -
Ileo + + + + + + + - + -
2 meses LM + + + + + + + ; + ]
fleo - + + + - + n _ + -
16 meses LM ) n n n + + + - + -

+: Resultado positivo; -: resultado negativo; LM: linfonodo mesentérico
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SOLUCAO DE ZINCO SOLUCAO DE FORMOL A 10%

Figura 22. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica
em bovinos. O teste de imuno-histoquimica para Mycobacterium spp. foi positivo para os dois fixadores
avaliados, no entanto, fragmentos mantidos por 16 meses na solugéo de zinco ndo revelou marcagdo. ileo
de bovino com paratuberculose (Vaca 383, Rebanho A), fixados em solugdo de zinco e de formol a 10%
em diferentes periodos de tempo, A e B: 24 horas, C ¢ D: 2 meses, E ¢ F: 16 meses. LSAB peroxidase,
AEC.
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SOLUCAO DE ZINCO SOLUCAO DE FORMOL A 10%

Figura 23. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica
em bovinos. Fragmentos mantidos por 16 meses na solu¢do de zinco apresentaram diminuicdo da
intensidade de marcagdo para Mycobacterium spp. no teste de imuno-histoquimica. Linfonodos
mesentéricos de bovino com paratuberculose (Vaca 383, Rebanho A), fixados na solugdo de zinco e de
formol a 10% em diferentes periodos de tempo, A e B: 24 horas, C e D: 2 meses, E ¢ F: 16 meses. LSAB
peroxidase, AEC.
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4.6 PCR

4.6.1 Animais sintomaticos e assintomaticos

Fragmentos coletados de vacas com sinais clinicos da paratuberculose, € que
foram fixados em formol foram submetidos a PCR, no entanto, ndo foi possivel obter
resultados positivos na PCR GAPDH (DNA de bovino) e IS900. A partir deste
resultado, fragmentos de intestino e linfonodo mesentérico de bovinos assintomaticos
ndo foram avaliados por esta metodologia, pois o fixador utilizado foi o formol. No
estudo da paratuberculose subclinica ndo foi utilizado a solucdo de zinco.

4.6.2 Estudo dos fixadores de tecido
4.6.2.1 Eletroforese do DNA extraido

A eletroforese revelou presenca de DNA de alto peso molecular em amostras
fixadas em zinco por 24 horas e em fragmentos mantidos por 2 meses na solugdo
fixadora, resultados similares foram observados na extracdo por kit comercial e por
fenol-cloroformio. Resultado semelhante, no entanto em menor intensidade de
marcacao, foi observada em amostras fixadas em formol submetidas a extragdo por kit
comercial. A extracdo de DNA por fenol-cloroférmio de amostras fixadas em formol
nao revelou resultados positivos. J& os fragmentos de tecido com 16 meses imersos
tanto na solucdo de zinco quanto de formol, demonstraram marcada degradagdo dos
acidos nucleicos. Resultados similares foram observados na extracao por kit comercial e
por fenol-cloroférmio (Figura 24).

4.6.2.2 Pureza do DNA extraido de amostras fixadas
A qualidade do DNA extraido foi estimada a partir da relacdo Aze0/Azs0, obtido
pela espectofotometria; o valor de 1,8 representa qualidade satisfatoria do material
extraido em relacdo a contaminagdo por proteinas nas amostras analisadas.
4.6.2.2.1 Extracio por fenol-cloroformio
A maioria das amostras apresentou valor proximo a 1,8 (Tabela 8);
4.6.2.2.2 Extracio por kit-comercial
A maioria das amostras apresentou valor proximo a 1,8, no entanto algumas

revelaram dados discrepantes tais como valor proximo a 3,0 (amostras 5, 13, 20 ¢ 23) e
9,0 (amostra 19) (Tabela 8);
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Figura 24. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica em bovinos. Eletroforese
em gel de Agar de amostras de ileo e linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose, fixadas em zinco e em formol,
extraidos por kit comercial e fenol-cloroformio

Legenda. Amostras 1-12: tecidos fixados em zinco e 13-24: tecidos fixados em formol; Ameostras 1-6, 13-18: extrac¢do por kit
comercial; Amostras 7-12, 19-24: extragdo por fenol-cloroférmio; Amostras 1-2, 7-8, 13-14, 19-20: 24 horas na solugéo
fixadora; Amostras 3-4, 9-10, 15-16, 21-22: 2 meses a solu¢do fixadora; Amostras 5-6, 11-12, 17-18, 23-24: 16 meses a solugdo
fixadora; Amostras 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 ileo; Amostras 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24: linfonodo
mesentérico; A: 50ng de DNA A; B: 100ng de DNA A;C: 150ng de DNA A; M: DNA ladder 1 kb (kilobase)

53



Tabela 8. Dados obtidos na espectrofotometria de amostras de DNA de tecidos de bovino com paratuberculose, fixados em solugdo de zinco e de formol,

extraido por kit comercial e fenol-cloroféormio

Nucleic Acid ng/pL A260 A280 260/280 260/230
ek Kit Fenol- ;¢ renak Kit Fenol- 3 Fenol-
cloroférmio cloroférmio cloroférmio cloroférmio cloroférmio
1 Zinco lleo 41,9 - 0,838 - 0,537 - 1,56 - 1,82 -
2 425,6 94,5 8,512 1,89 4,496 0,989 1,89 1,91 2,17 1,64
3 . 1098,2 2551 21,964 5,101 11,5 2,678 1,91 1,91 2,23 1,89
Zinco LM
T 4 1550 - 30,999 - 16,254 - 1,91 - 2,23 -
<
N 5 . 167,9 6,3 3,357 0,126 1,75 0,043 1,92 2,93 2,06 0,13
Formol ileo
6 117,9 13,5 2,358 0,269 1,235 0,133 1,91 2,03 2,03 0,66
7 138,3 55,9 2,766 1,118 1,497 0,622 1,85 1,8 2,04 1,31
Formol LM
© 8 175 26 3,5 0,519 1,873 0,284 1,87 1,83 2,1 0,65
-8 9 . 141,5 64 2,831 1,281 1,536 0,679 1,84 1,89 2,12 1,94
© Zinco lleo
i:_: 10 105,1 80,8 2,102 1,617 1,186 0,858 1,77 1,89 2,07 1,83
o @ 11 . 727,4 219,6 14,547 4,392 7,717 2,298 1,89 1,91 2,27 2,1
g 3 Zinco LM
é"" 4 12 753,7 207,6 15,074 4,151 7,953 2,187 1,9 1,9 2,28 1,82
‘?, € 13 , 95,4 1,8 1,908 0,037 1,063 0,012 1,79 3,02 2 0,25
] Formol ileo
e 14 71 5,9 1,42 0,118 0,805 0,063 1,76 1,87 1,98 0,41
-8 15 118,6 10,7 2,373 0,214 1,358 0,125 1,75 1,71 1,98 0,98
° Formol LM
‘g 16 89 14,9 1,781 0,299 1,028 0,166 1,73 1,8 2,03 0,8
o 17 Zinco lleo 140 2,3 2,8 0,046 1,532 0,023 1,83 2,04 2,12 0,26
18 101,4 6,5 2,029 0,129 1,144 0,073 1,77 1,77 1,95 0,26
» 19 . 33,7 2 0,674 0,04 0,464 0,004 1,45 94 1,72 0,17
) Zinco LM
& 20 2447 1,5 4,895 0,031 2,688 0,01 1,82 3,02 2,14 0,11
E 21 . 130,7 1,5 2,614 0,031 1,53 0,013 1,71 2,39 2,02 0,04
& Formol ileo
22 - 1,1 - 0,023 - 0,014 - 1,68 - 0,11
23 257 1,4 5,141 0,028 3,152 0,007 1,63 3,8 2,11 0,13
Formol LM
24 162,9 5 3,259 0,1 1,986 0,052 1,64 1,91 2,08 0,52
25 74,3 16,3 1,486 0,326 0,875 0,196 1,7 1,66 1,99 0,9
Formol C-
26 - 23,4 - 0,468 - 0,261 - 1,79 - 1,49
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4.6.2.3 PCR GAPDH

A PCR GAPDH foi realizada com o intuito de verificar a integridade do DNA bovino
tecidual ap6s o processo de fixacao nas duas solugdes analisadas. A ultima dilui¢ao detectada
pelo teste foi de 107 e 10*, o que corresponde a aproximadamente 15pg/ul e 3,3pg/ul,
respectivamente para as amostras 1 e 2. Os dados obtidos pela espectrofotometria de amostra
de sangue bovino extraido por kit comercial estdo listados na tabela 9.

Tabela 9. Resultado da espectrofotometria de DNA extraido de amostras de sangue
bovino, utilizado para controle positivo da PCR GAPDH

Concentracio
Amostra 4o 4cido nucleico A 260 A280 260/280 260/230
ng/ul
1 15 0,3 0,165 1,82 1,07
2 33,5 0,67 0,368 1,82 1,37

4.6.2.3.1 Tecidos fixados em zinco

Os tecidos fixados em solucdo de zinco resultaram em amplificacdo de fragmento
GAPDH especifico para DNA bovino. Fragmentos fixados por 24 horas e os que foram
mantidos por 2 meses imersos na solucdo de zinco demonstraram resultados positivos, em que
a Gltima diluicdo detectada foi de 10™ (Tabela 10). No entanto, verificou-se que fragmentos
que foram mantidos por 16 meses na solug¢do de zinco apresentaram significativa degradagao,
pois a ultima diluicdo detectada pela PCR foi de 10" (Tabela 10).

4.6.2.3.2 Tecidos fixados em formol

Ao contrario do observado na fixagdo por zinco, verificou-se que, todos os tecidos
fixados em formol ndo resultaram em amplificagdo do fragmento de DNA bovino adotado
neste estudo.

Os dados obtidos na PCR GAPDH de amostras fixadas em zinco € em formol, estdo
listadas na tabela 10.
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Tabela 10. Resultados da PCR GAPDH de fragmentos de ileo e linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose, fixados em solucao de zinco e
de formol, e incluidos em parafina

PCR GAPDH
fleo Linfonodo Mesentérico
, . Meétodo de - . - o
Perlod.o na Solu¢io Extracao do Amostra SOh.lcaO Amostra Solugdo de Amostra SOh.lcaO Amostra Solugio
Fixadora DNA de Zinco* Formol de Zinco* de Formol
Kit 3 10 5 4 10 7
24 horas -
Fenol- 2 10 5 3 102 7
cloroférmio
Kit 9 10 13 11 10 15
2 meses - —
Fomal 9 10 13 11 10 15
clorofoérmio
Kit 17 10" 21 19 10" 23
16 meses - —
Fenol- 17 10! 21 19 10°! 23
cloroférmio
*: Gltima diluicdo detectada pela PCR; ---: resultado negativo
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Figura 25. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica em bovinos. Resultado da
PCR GAPDH de amostras de ileo e linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose, fixadas em zinco e em formol por
diferentes periodos de tempo (24 horas, 2 meses e 16 meses) e extraidos por kit comercial e fenol-cloroformio

Legenda: Amostras 1-12: tecidos fixados em zinco e 13-24: tecidos fixados em formol; Amostras 1-6, 13-18: extragdo por kit
comercial; Amostras 7-12, 19-24: extragdo por fenol-cloroformio; Amestras 1-2, 7-8, 13-14, 19-20: 24 horas na solucao fixadora;
Amostras 3-4, 9-10, 15-16, 21-22: 2 meses a solu¢do fixadora; Ameostras 5-6, 11-12, 17-18, 23-24: 16 meses a solu¢do fixadora;
Amostras 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23: ileo; Amostras 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24: linfonodo mesentérico;
M: DNA ladder 100 pb (pares de base); A: Controle positivo, DNA de bovino referente a 150pg/uL; B: Controle positivo, DNA de
bovino referente a 15pg/uL; C: Controle negativo
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4.6.2.4 PCR IS900 e F57

4.6.2.4.1 Sensibilidade do teste

A quantificagdo do DNA do controle positivo (Map isolado em HEYM no Labacvet-
UFRGS) realizada em espectrofotometro, seguido de testes realizados a partir de dilui¢cdes
seriadas (10™"), demonstrou que a PCR 1S900 e F57 foram capazes de detectar,
respectivamente, 40fg/ul. e 4pg/ul. de DNA de Map. A ultima diluicdo detectada pelo
protocolo adotado foi de 10 e 10, respectivamente.

4.6.2.4.2 Amostras fixadas na solu¢ao de zinco

Todas as amostras fixadas em zinco demonstraram amplificagdo dos fragmentos de
inser¢ao IS900 (Figura 26) e F57 (Figura 27), independente do periodo de tempo da fixagao,
tanto na extracao por fenol-cloroférmio quanto na extragdo por kit comercial (Tabela 11). A
intensidade das bandas foi semelhante nos trés periodos de tempo (24 horas, 4 meses ¢ 16
meses); além disso, observou-se maior intensidade das bandas nas amostras extraidas por kit
comercial.

A Tabela 12 mostra os resultados positivos correspondentes a ultima diluicdo das
amostras de DNA, detectada pelos protocolos da PCR GAPDH, IS900 e F57, adotados neste
estudo.

4.6.2.4.3 Amostras fixadas na solucao de formol

Ao contrario dos resultados obtidos em secgdes fixadas em zinco, nenhuma das
amostras fixadas em formol demonstrou resultados positivos a PCR IS900 (Tabela 11).
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Tabela 11. Dados obtidos na PCR 1S900, de ileo e linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose fixados em solugdo de zinco e de formol

e incluidos em parafina

PCR 1S900
fleo Linfonodo Mesentérico
Periodo na Solugao Metod~o de Solucao de Solugao Solucao de Solucao de
. Extragdo do Amostra . Amostra de Amostra . Amostra
Fixadora DNA Zinco* Formol Zinco* Formol
Kit 3 107 5 4 10 7
24 horas
Fenol- 2 4
cloroformio 2 10 > o 3 10 7 o
Kit 9 102 13 11 10 15
2 meses ol 9 107 13 11 107 15
cloroformio
Kit 17 102 21 19 10 23
16 meses Fenol- 17 107 21 19 10 23
cloroférmio

* ultima diluicdo detectada pela PCR
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Tabela 12. Resultados da PCR GAPDH, IS900 e F57 de amostras de ileo e linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose, fixados em

solucao de zinco

Extracio por Kit Fenol-cloroformio
soll;l;;eﬁl:)lli)"l(;:(?()ra 24h 2meses 16meses 24h 2meses 16meses
Tecid fleo Linfonodo fleo Linfonodo fleo Linfonodo fleo Linfonodo fleo Linfonodo fleo Linfonodo
ecido Mesentérico Mesentérico Mesentérico Mesentérico Mesentérico Mesentérico
GAPDH* 10 10 10 10 10! 107! 102 102 10 10 10! 107!
1S900°* 107 10 102 10 102 10 102 10 102 107 107 10
F57%* 102 102 10" 102 10" 107 10" 102 10" 102 107 10"

* Ultima dilui¢do detectada pelo protocolo de PCR adotado neste estudo.
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Figura 26. Diagnostico histopatologico, imuno-histoquimico e molecular da paratuberculose subclinica em bovinos. Resultado da PCR 1S900 de
amostras de ileo e linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose, fixadas em zinco e em formol por diferentes periodos de tempo (24
horas, 2 meses e 16 meses) e extraidos por kit comercial e fenol-cloroformio

1 2 34 56 7 8 9101112 M 131415161718192021222324 A B C

1000pk

&00

452ph“---—-------

300

100

Legenda: Amostras 1-12: tecidos fixados em zinco e 13-24: tecidos fixados em formol; Amestras 1-6, 13-18: extracdo por kit comercial;
Amostras 7-12, 19-24: extragdo por fenol-cloroféormio; Amostras 1-2, 7-8, 13-14, 19-20: 24 horas na solucdo fixadora; Amestras 3-4, 9-10, 15-
16, 21-22: 2 meses a solugdo fixadora; Amostras 5-6, 11-12, 17-18, 23-24: 16 meses a solugdo fixadora; Amostras 1, 3,5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19,
21, 23: ileo; Amostras 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24: linfonodo mesentérico; M: DNA ladder 100 pb (pares de base); A: Controle

positivo, DNA de Map referente a 400fg/uL; B: Controle positivo, DNA de Map referente a 40fg/uL; C: Controle negativo



Figura 27. Resultado da PCR F57 de amostras de ileo e linfonodo mesentérico de bovino com paratuberculose, fixadas em zinco e em formol
por diferentes periodos de tempo (24 horas, 2 meses e 16 meses) e extraidos por kit comercial e fenol-cloroféormio

Legenda: Amostras 1-12: tecidos fixados em zinco e 13-24: tecidos fixados em formol, Amostras 1-6, 13-18: extragdo por kit comercial;
Amostras 7-12, 19-24: extragdo por fenol-cloroférmio; Amestras 1-2, 7-8, 13-14, 19-20: 24 horas na solugio fixadora; Amostras 3-4, 9-10, 15-
16, 21-22: 2 meses a solucdo fixadora; Amostras 5-6, 11-12, 17-18, 23-24: 16 meses a solugdo fixadora; Amestras 1, 3,5, 7,9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23: ileo; Amostras 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24: linfonodo mesentérico, M: DNA ladder 100 pb (pares de base); A: Controle
positivo, DNA de Map referente a 40pg/uL; B: Controle positivo, DNA de Map referente a 4pg/uL; C: Controle negativo
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5 DISCUSSAO

5.1 Paratuberculose Subclinica

O diagndstico precoce da paratuberculose ¢ de importancia primordial para o controle
da infeccao e possivel erradicacdo da paratuberculose em um rebanho; uma das principais
caracteristicas da doenga de Johne ¢ que os sinais clinicos se manifestam quando o animal
encontra-se no estagio terminal da infeccao e elimina grande quantidade de Map no ambiente
através das fezes diarreicas. A detec¢do de individuos infectados e assintomdticos e, seu
posterior abate, aumenta a eficiéncia das medidas controle, minimizando desta forma, a
infec¢do de novos animais e perpetuacao da infeccdo no rebanho (OIE, 2012). No entanto, os
testes diagnodsticos existentes ndo sao sensiveis o suficiente para detectar a fase assintomatica
ou subclinica da infec¢do (CHIODINI, VAN KRUININGEN; MERKAL, 1984; COCITO et al.,
1994; OIE, 2012), sendo necessario mais de uma metodologia (OIE, 2012).

Neste estudo, todos os bovinos abatidos eram oriundos de propriedades positivas para a
doenca de Johne, uma localizada no municipio de Rio Claro e a outra no municipio de Barra
Mansa, na regido sul do estado do Rio de Janeiro, e foram descartados do rebanho por
apresentarem alteragdes secunddrias ao comprometimento imunoldgico, possivelmente
associado a infeccdo por Map, os quais inviabilizariam a sua manutencdo no plantel. Lesdes
histoldgicas caracteristicas da enfermidade causadas por Map foram observadas em alguns
animais e sua presenca foi confirmada pelo teste de imuno-histoquimica (Tabela 5). Os
bovinos deste estudo que apresentaram histopatologia compativel com a doenca de Johne,
tinham entre 4 ¢ 10 anos de idade (Tabela 4 e 5), no entanto, ndo foi possivel estimar o
periodo de incubagdo (tempo entre a infec¢do e o aparecimento das lesdes), a dose de Map
ingerida pelos individuos positivos, se estes animais se infectaram quando jovens ou na idade
adulta, ou ainda, se sdo resistentes ao desenvolvimento de lesdes acentuadas. Tais parametros
poderiam auxiliar no delineamento de estratégias de controle em rebanhos infectados a fim de
minimizar as possibilidades de ingestdo de Map, selecionar individuos resistentes a infeccao
pelo agente e ou estabelecer manejo diferenciado na propriedade. Alguns pesquisadores
reproduziram lesdes em bezerros e bovinos adultos ap6s inoculacdo de Map por via oral, que
variaram quanto a dose infectante de Map administrada, periodo de incubagdo, grau de
disseminag¢do da infiltragdo granulomatosa, assim como a presenca de macrofagos epitelioides
e células gigantes (GILMOUR; NISBET; BROTHERSTON, 1965; PAYNE; RANKIN,
1961a; PAYNE; RANKIN, 1961b; TAYLOR, 1953a; TAYLOR, 1953b).

5.1.1 Macroscopia

5.1.1.1 Bovinos sintomaticos

Bovinos com sinais clinicos evidentes apresentaram, a necropsia, alteragdes
macroscopicas compativeis com paratuberculose, ja& amplamente descritas por diversos
autores (BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; DACORSO-FILHO et al., 1960;
DRIEMEIER et al., 1999; JACINTHO et al., 2009; MOTA et al., 2007, PORTUGAL et al.,
1979; RISTOW et al., 2006; YAMASAKI et al., 2010). Estas lesdes foram confirmadas pela
histopatologia, imuno-histoquimica e¢ por PCR 1S900 e F57. E valido ressaltar que a PCR
resultou positiva apenas em tecidos fixados em zinco.
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5.1.1.2 Bovinos assintomaticos

A macroscopia dos animais assintomaticos nao demonstrou lesdes tipicas de
paratuberculose; foram observadas alteragdes inespecificas na mucosa intestinal como
avermelhamento e presenga de elevagdes, aspecto levemente espessado do intestino, e
aumento de volume das placas de Peyer e dos linfonodos mesentéricos. O avermelhamento
observado na mucosa intestinal, assim como o aumento dos nodulos linfoides e dos
linfonodos mesentéricos podem estar associados a presenca de helmintos € ou a processos
inflamatérios inespecificos, relacionado a exposicdo a inumeros antigenos, comumente
presentes na luz intestinal. Além disso, Driemeier et al. (1999) ressaltaram a importancia da
diferenciagdo entre espessamento das alcas intestinais decorrente de patologia daquelas
alteracdes “post-mortem” devido ao “rigor mortis”.

Infecgdes experimentais com Map em bovinos ndo produziram lesdes macroscopicas
apos 14 meses da infeccio (PAYNE; RANKIN, 1961la; PAYNE; RANKIN, 1961b;
GILMOUR; NISBET; BROTHERSTON, 1965), a semelhanca deste estudo, em que ndo foram
observadas alteracdes macroscopicas sugestivas de paratuberculose. No entanto, a
histopatologia os autores relataram presenca de leve infiltragdo granulomatosa compativel
com a fase inicial da doenca de Johne, caracteristicas estas também observadas nos animais
deste estudo.

5.1.2 Citopatologia da mucosa intestinal

A citopatologia realizada a partir de fezes, raspado de mucosa do jejuno, ileo e
“imprint” dos linfonodos mesentéricos nos bovinos com sinais clinicos deste estudo,
demonstraram a forma lepromatosa da paratuberculose; segundo a OIE (2012) ¢ possivel
confirmar a infec¢do por esta metodologia, apds visualizagdo de lesdes compativeis com a
enfermidade, a necropsia. Esta técnica ¢ de grande valia e ¢ vantajosa, devido ao baixo custo,
a facilidade de execugdo e a rapidez para a confirmacdo do diagnostico. No entanto,
geralmente BAARs sdo visualizados apenas em animais na fase adiantada da infec¢do e
apresenta baixa sensibilidade diagnostica.

5.1.3 Histopatologia
5.1.3.1 Bovinos sintomaticos

Os bovinos deste estudo com sinais clinicos da doenga de Johne apresentaram alteragdes
anatomo-histopatologicas compativeis com a enfermidade ja amplamente descritas na
literatura (BUERGELT et al., 1978; CLARKE, 1997; DRIEMEIER et al., 1999, YAMASAKI
et al., 2010). Algumas variagdes na histopatologia de intestino e de linfonodos mesentéricos
de animais infectados com Map té€m sido descrita; diferentes cepas do microrganismo podem
produzir lesdes com variados padrdes na composicdo das células do processo inflamatdrio
granulomatoso. Cepas bovinas t€ém induzido lesdes focais caracterizadas por granulomas com
nimero consideravel de células gigantes, caracteristicas estas observadas nos animais deste
estudo, em contrapartida, cepas de ovinos e caprinos produziram lesdes multifocais e difusas
sem a formacdo de células gigantes (CLARKE et al., 1996; PEREZ et al., 1996; CORPA et
al., 2000). Além disso, cepas bovinas e ovinas de Map mostraram diferentes caracteristicas
fenotipicas “in vivo” (MARSH; WHITTINGTON; COUSINS, 1999; STEWART et al., 2004)
e expressam propriedades diferentes “in vitro” (WHITTINGTON et al., 1999). Verna et al.
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(2007) também relataram que cepas isoladas em diferentes paises (Argentina e Espanha) tém
demonstrado variagdes na viruléncia e ressaltam a importancia do controle da entrada e saida
de animais infectados com Map, em diferentes partes do mundo, no intuito de inibir a
introducgdo de cepas ausentes na regido. O estudo molecular de Map, dos diferentes graus de
lesdo observados a histopatologia neste estudo, poderia revelar se a variacdo da intensidade
das lesdes estaria relacionada ou a presenga de diferentes cepas do agente infeccioso ou com o
estagio da infecgao.

5.1.3.2 Bovinos assintomaticos

Do total de 52 bovinos assintomaticos avaliados neste estudo, 32 bovinos (61%)
apresentaram lesdes granulomatosas de intensidade leve em jejuno, ileo e ou linfonodos
mesentéricos, observadas a histopatologia, sugestivas de paratuberculose (Tabela 5). Lesodes
similares foram reproduzidas experimentalmente em bovinos, por Payne e Rankin (1961a,
1961b) apds um més da administragdo oral de Map e por Larsen; Merkal e Cutlip (1975), ap6s
150 dias da infec¢do, os quais relataram que a histopatologia revelou presenca de células
gigantes solitadrias no apice das vilosidades e nos linfonodos mesentéricos. Pérez; Garcia-
Marin e Badiola (1996) relataram que as classificacdes histologicas representam os estagios
da patogénese, ¢ o desenvolvimento e disseminagdo das lesdes podem estar associados a idade
do animal, quantidade de bactérias ingerida e efetividade da imunidade celular para controlar
ou destruir as micobactérias.

Um inconveniente das técnicas de diagndstico anatomo-patoldgicas € que exigem a
eutanasia dos animais, em contrapartida, tem sido relatada biopsia de ileo e de linfonodo
mesentérico para diagnostico da doenca de Johne em ovinos; no entanto, deve-se levar em
consideragdo a relagdo custo-beneficio, pois segundo os autores, esta técnica exige
conhecimento especializado e a sua utilizagdo ¢ conveniente apenas para animais de alto valor
zootécnico (MCCONNEL et al., 2004). Além disso, Buergelt e Ginn (2000) relataram a
eficiéncia da bidpsia no diagnéstico da paratuberculose em ruminantes selvagens que se
encontram em jardins zooldgicos nos quais, anticorpos especificos ndo sdo detectados e os
bacilos excretados através das fezes sdao insuficientes para o cultivo e isolamento em
laboratorio. Igualmente, no Brasil, biopsia de tecido retal foi realizada em bubalinos (DALTO
et al., 2012). Em nosso estudo, ndo foram detectadas alteragdes histologicas no intestino
grosso de nenhuma vaca assintomatica. Desta forma, se for conveniente para a propriedade,
pode-se sugerir a utilizacdo de técnicas de bidpsia de jejuno, ileo e ou linfonodo mesentérico
para deteccdo de animais infectados com Map.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que € possivel observar alteracdes
histologicas em intestino delgado, principalmente em jejuno e ileo, e nos linfonodos
mesentéricos em bovinos assintomaticos provenientes de rebanho positivo para
paratuberculose.

5.1.4 Coloracio de ZN

Neste estudo, secg¢des intestinais ¢ de linfonodos mesentéricos de bovinos
assintomaticos, com infiltracdo granulomatosa e, inclusive, com formacao de células gigantes
de Langhans, nao revelaram presenga de BAARSs; apesar de este teste ter baixo custo
operacional e ser de facil execu¢do, apresenta baixa sensibilidade e evidencia apenas
micobactérias com a parede celular integra. A auséncia de bactérias nas amostras analisadas
pode estar associada a presencga de bactérias degradadas ou com envoltério celular deficiente
(esferoplastos) como comentaram Martinson et al. (2008) e Olsen, Singurdardottir, Djonne
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(2002). Ao contrario, os bovinos necropsiados com paratuberculose clinica, apresentaram
inimeros aglomerados de BAAR, caracteristicos de Map, em sec¢des de intestino delgado,
colon e de linfonodos mesentéricos. Neste estudo, BAARs foram facilmente observados nos
casos clinicos da paratuberculose, em que estava presente grande quantidade de
micobactérias; a dificuldade aumentava nos casos com poucas micobactérias, assim como
relatado por Delgado et al. (2009). Alguns fragmentos corados pela técnica de ZN revelaram
células gigantes contendo estruturas fracamente coradas pela fucsina, o que impossibilitou a
confirmagdo da presenca de BAARSs.

5.1.5 Teste de imuno-histoquimica

Do total de 52 bovinos assintomaticos avaliados neste estudo, 32 apresentaram
infiltracdo granulomatosa sugestiva de paratuberculose em intestino delgado e ou linfonodo
mesentérico, ¢ BAARs ndo foram evidenciados pela coloracao de Ziehl Neelsen, em nenhum
fragmento analisado. No entanto, quando submetidos ao teste de IHQ 6 bovinos ou seja,
11,5% do total (6/52) apresentaram marcagdo positiva para antigenos de Mycobacterium spp
demonstrando, desta forma, elevada sensibilidade do teste em relagdo a técnica de ZN. Este
achado ¢ similar ao descrito por Coetsier; Tustin (2004) e Massone et al. (1990), em que os
autores relatam a maior acuracia da IHQ quando comparado as técnicas de coloracao
histologica para detec¢gdo de BAARs, principalmente em casos contendo poucas
micobactérias.

Ao contrario dos resultados obtidos a coloracdao de ZN, nao tivemos dificuldade em
observar as marcagdes das imunorreacdes no interior de macréfagos epitelioides e de células
gigantes, tanto em casos com resultado positivo quanto negativo para presenca de BAARs.
Melhor acuracia no diagnostico através de IHQ também foi descrita por Brees et al. (2000), e
Paolicchi et al. (2001) em que os autores utilizaram anticorpo espécie-especifico contra Map,
conferindo, além de maior sensibilidade, maior especificidade ao teste.

Delgado et al. (2009) relataram um estudo comparativo entre dois testes laboratoriais
para detec¢ao de Map, o teste de IHQ e de “in situ hibridization” (ISH) em fragmentos onde
ndo foram evidenciados BAARs. Apesar de ambos os testes mostrarem-se positivos, os
autores relataram que a IHQ foi mais vantajosa em relagcdo ao ISH, pois além da facilidade na
visualizacdo da marcagdo e da intensidade de células positivas, a técnica ¢ de facil execugdo.
A desvantagem da ISH estava relacionada a dificuldade na identificacdo da hibridizagao
positiva nos casos contendo poucos bacilos, além de exigir maior esforco e tempo do
patologista para realizagdo da leitura das laminas. Desta forma, autores relataram que os
resultados da IHQ foram mais satisfatérios em relagdo ao ISH, e este por sua vez, apresentou
melhores resultados em relagdo a técnica de ZN (DELGADO et al., 2009). Ao contrario disso,
Jeyanathan et al. (2006) observaram maior sensibilidade da técnica de ZN quando comparado
ao ISH. Ainda, Delgado et al. (2009) ressaltaram a possivel presenga de esferoplastos nos
fragmentos estudados, pois a ISH revelou marcagdes em glandulas e vasos linfaticos, as quais
nao foram visualizados pela técnica de ZN e [HQ.

Estudo realizado em caprinos infectados com Map também demonstrou alta
percentagem de positivos na IHQ em relagao a coloracdo de ZN para evidenciar BAAR e ao
cultivo bacteriano para isolamento do agente infeccioso (THORENSEN, FALK, EVENSEN,
1994); ao contrario disso, Martinson et al. (2008) relataram que o cultivo bacteriano foi o teste
mais sensivel na deteccdo de animais infectados, quando comparado a coloragdo de ZN e
[HQ.

Dos 32 bovinos assintomaticos que apresentaram lesdes granulomatosas sugestivas de
paratuberculose, apenas seis bovinos (19%) apresentaram resultados positivos no teste de
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IHQ; o baixo indice de animais positivos pode estar associado ao fixador utilizado. A
formalina ¢ um fixador efetivo, de baixo custo, destréi a maioria dos agentes infecciosos,
inibe a autdlise e preserva a arquitetura do tecido. No entanto, uma das suas principais
desvantagens ¢ a formacao de “cross-linking” das cadeias de aminoacidos (ELTOUM et al.,
2001; RAMOS-VARA, 2005), ou seja, produz um “entrelacamento” das moléculas o que
pode alterar ou “esconder” os epitopos, inibindo as reagdes no teste de IHQ (ARNOLD et al.,
1996; WERNER et al., 2000). Neste estudo, apesar das reativagdes antigénicas realizadas para
induzir a exposicdo dos epitopos e otimizar a marcacdo (BATTIFORA; KOPINSKI, 1986;
SHI et al., 1998), nao foi possivel obter resultados positivos na maioria dos fragmentos de
intestino delgado e ou linfonodos mesentéricos com infiltragdo granulomatosa compativel
com paratuberculose. Além disso, devem ser consideradas a quantidade e distribuicao dos
antigenos nas amostras analisadas, visto que, a auséncia de reagdes ndo significa auséncia do
antigeno no tecido, que pode estar presente em niveis nao detectaveis pelo protocolo adotado
(RAMOS-VARA et al., 2008). Ainda, existe a possibilidade de se ter coletado areas com
auséncia de lesdes, ja que animais assintomaticos podem nao apresentar infiltracao
granulomatosa difusamente distribuida ao longo do trato intestinal e linfonodos mesentéricos.

As reagdes cruzadas com outras micobactérias ndo podem ser excluidas; a positividade
do teste de IHQ e as caracteristicas histologicas das lesdes granulomatosas observadas neste
estudo sdo compativeis com infecgcdo por Map; a utilizacdo de controles positivos e negativos
a cada processamento reforca a acuracia dos resultados obtidos. Infec¢des intestinais com M.
bovis e M. avium sao considerados raros em bovinos ¢ a morfologia dos granulomas causados
por estes agentes sdo caracterizados principalmente por necrose caseosa (GARCIA-MARIN
et al., 1995; JUBB; KENNEDY; PALMER, 2007, MCGAVIN; ZACHARY, 2007;
NIEBERLE; COHRS, 1996), caracteristicas estas ndo observados nos fragmentos deste
estudo. E importante ressaltar que em outras espécies lesdes decorrentes da resposta imune
contra Map pode causar necrose caseosa associado a infiltragdo granulomatosa
(MENENDEZ, 1990). Apesar da IHQ ndo ser um técnica comumente utilizada nos
laboratorios de diagndstico veterinario, € um teste valioso, pois possibilita a visualizagdo do
antigeno no contexto da lesdo histologica o que facilita a identificacdo de imunorreacdes
falso-positivas (WEBSTER et al.,, 2010), e confere ao teste, maior sensibilidade e
especificidade ao diagnostico.

A THQ pode ser uma importante ferramenta laboratorial para confirmacao da infecg¢ao
por Map, principalmente em casos contendo poucos BAARSs, ndo detectaveis pelo teste de ZN
0 que enriquece os métodos convencionais de diagnéstico histopatoldgico para confirmagao
da infec¢do; neste estudo o teste de IHQ apresentou maior sensibilidade em relagdo a
coloragdo de ZN em fragmentos de intestino e linfonodo mesentérico de bovinos com suspeita
de paratuberculose, fixados em formol e incluidos em parafina. Além disso, esta metodologia
apresenta vantagens em situagdes onde ndao ha disponibilidade de material para cultivo
bacteriano, pois pode possibilitar a conclusdo do diagndstico.

5.2 Estudo dos Fixadores de Tecido
5.2.1 Histopatologia

Observou-se notavel manutencdo da histomorfologia dos tecidos fixados em zinco,
com qualidade de imagem similar aos fixados em formol (Figuras 16 e 17), achados também
relatado por WESTER et al. (2003). Foi visualizado leve a moderado “encolhimento” das
células fixadas na solugdo de zinco, artefato também descrito por Benavides et al. (2006), em
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estudo sobre a influéncia de trés diferentes solugdes fixadoras (formol a 10%, solucao de
Bouin e de zinco). Os autores avaliaram a histopatologia, a detec¢do por imuno-histoquimica
e por PCR de Maedi Visna Virus em ovino infectado e relataram que os fixadores
preservaram a integridade de diferentes tecidos e as lesoes foram facilmente caracterizadas.

O mecanismo bioquimico pelo qual o zinco interage com proteinas e acidos nucleicos
ndo ¢ bem conhecido, no entanto acredita-se que a presenca de ions de acetato na solucao
fixadora promove o mecanismo de interagdo caotrdpica, desestabilizando a estrutura das
proteinas através da interferéncia nas pontes de hidrogénio (LYKIDIS et al. 2007; JENSEN et
al., 2010). Agentes caotropicos sao substancias que desorganizam a estrutura tridimensional e
causa desnaturacdo em macromoléculas, tais como proteinas, DNA e RNA, agindo sobre as
interacdes intramoleculares nao covalentes, cujo papel ¢ de estabilizar a molécula; alguns
exemplos destas interacdes sdo as pontes de hidrogénio, forca de Van der Waals e interagdes
hidrofobicas. Em contrapartida, sabe-se que ions de Zn podem estabilizar determinadas partes
da estrutura terciaria de proteinas quando submetidos a agentes caotrépicos (SELEVSEK et
al., 2009 ) e neutralizar os efeitos do acetato. Jensen et al. (2010) relataram que a combinagao
de acetato e ions de Zn, pode promover altera¢des estruturais e desnaturacdo de proteinas em
grau leve e, assim, enrigecer as proteinas presentes na membrana celular. Independentemente
do mecanismo de fixacdo, a solucdo de zinco tem demonstrado melhores resultados na
preservacao de proteinas, DNA ¢ RNA (LYKIDIS et al., 2007; JENSEN et al., 2010) em
relacdo aos fixadores contendo aldeidos. E ainda, pesquisadores obtiveram bons resultados
com a utiliza¢do deste fixador, em estudo que envolve andlise de c€lulas por citometria de
fluxo e de imagem (JENSEN et al., 2010; ZHAO et al., 2011).

5.2.2 Coloracao de Ziehl-Neelsen

Neste estudo, BAARs foram igualmente demonstrados em fragmentos de intestino e
de linfonodos mesentéricos de vacas com paratuberculose clinica fixados em zinco e em
formol a 10%; em contrapartida, outros autores relataram melhores resultados da analise
histoquimica, em tecidos fixados em zinco quando comparados aqueles fixados em formol
(HICK et al., 2008; ISMAIL et al., 2003; WESTER et al., 2003).

Bacilos alcool-acido resistentes também foram visualizados sem variagdes dignas de
nota, nos trés periodos de tempo (24 horas, 2 meses e 16 meses) em que os fragmentos foram
mantidos nas solucdes avaliadas.Ao contrario disso, os mesmos fragmentos (16 meses no
fixador) apresentaram fraca ou auséncia de marcacao para antigenos de Mycobacterium spp
no teste de IHQ, devido possivelmente a degradacdao de proteinas; resultado também,
condizente com os prejuizos observados na histomorfologia e diminui¢do de sensibilidade da
PCR GAPDH. A possivel explicagao da positividade do teste de Ziehl-Neelsen em tecidos
mantidos por até 16 meses na solucdo de zinco pode estar relacionada ao fato de que, as
micobactérias possuem paredes celulares com alto teor de lipideos (cerca de 60%,
principalmente de 4dcido micolico) que, quando tratadas pelo corante fucsina fenicada, coram-
se de vermelho e persistem ao descoramento quando submetido a solugdo alcool-acida
(PNCQ, 2012). Possivelmente a estrutura lipidica se manteve integra, apoés 16 meses na
solucdo de zinco, o que nado foi observado com as proteinas avaliadas, neste estudo.

5.2.3 Imuno-histoquimica

5.2.3.1 Solucao de zinco
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Neste estudo, os tecidos mantidos por até 2 meses na solu¢cdo de zinco apresentaram
imunomarcag¢ao satisfatoria, achados semelhantes foram relatados por Benavides et al. (2006).
No entanto, verificou-se que os fragmentos de ileo fixados em zinco (Figuras 22A, B e C),
apos as varias etapas do processamento do teste de IHQ, demonstraram perda da arquitetura
celular e da afinidade tintorial a hematoxilina, principalmente em fragmentos mantidos por 16
meses na solugdo de zinco, que além de perda acentuada da histomorfologia, apresentou
prejuizos na imunomarcacao (Figura 22E e 23E). Isto pode estar relacionado a perda da
antigenicidade do Map ou a degradacao proteica frente ao longo periodo imerso na solucdo de
zinco. Resultados condizentes com a degradagdo proteica foram observados também na PCR
GAPDH, em que fragmentos mantidos por 16 meses na solucdo de zinco apresentaram
dimunuicao da sensibilidade do teste.

Em geral, observou-se que tecidos fixados em zinco quando comparado aos fixados
em formol, ndo revelaram melhoria na intensidade da marcagdo para Mycobacterium spp. Ao
contrario disso, Gonzalez et al. (2001), Wester et al. (2003) e Hicks et al. (2008) relataram
que tecidos fixados em zinco e incluidos em parafina demonstraram maior detec¢ao de
antigenos por IHQ em relacdo aos fixados em formol, pois as reagdes de “crosslink” foram
minimizadas pela utilizagdo de fixador composto por sais de zinco.

E interessante ressaltar que varios fatores podem influenciar nos resultados da imuno-
histoquimica, incluindo erros de interpretacdo e fatores pré-analiticos tais como utilizagao de
diferentes fixadores, periodo prolongado ou inadequado de fixacdo, a escolha do método de
reativacdo antigénica e do anticorpo primario adequado e, a quantidade do antigeno presente
no tecido (APPLE et al., 2011).

5.2.3.2 Solucao de formol a 10%

Os fragmentos de intestino e de linfonodos mesentéricos fixados em formol a 10% e
submetidos a IHQ para Mycobacterium spp., demonstraram nitidez e clareza da
imunomarca¢do; nao houve dificuldade na identificacdo das reagdes. Estas caracteristicas
foram observadas em fragmentos mantidos por até¢ 16 meses na solu¢do de formol, sem
variagoes dignas de nota. Apesar de, neste estudo, os fragmentos mantidos por longo periodo
de tempo (16 meses) na solugdao de formol nao terem apresentado prejuizos na imunorreagao,
deve-se considerar que, as reagdes do tipo “cross-link”, que consistem no entrelacamento intra
e entre proteinas e macromoléculas, causado pelo formol pode comprometer a preservagao de
determinados epitopos e ¢ considerado um sério obsticulo para a sua detec¢do pela THQ
(APPLE et al., 2011). Além disso, este fixador forma heteropolimeros rigidos responsaveis
pela manutencdo da arquitetura do tecido (COX et al., 2006; STYLIANOPOULOU et al.,
2012).

5.2.4 PCR GAPDH, IS900 ¢ F57

5.2.4.1 Extracdao de DNA

Materiais fixados em formol e incluidos em parafina, geralmente sdo mantidos por
longos periodos de tempo, em arquivos de laboratorios de anatomia patoldgica. Este tipo de
amostra biologica permite a correlacdo de dados histomorfologicos e moleculares, inclusive,
com os aspectos clinicos e resultados terapéuticos, quando disponiveis. No entanto, para a
obtencdo de resultados satisfatorios, as aplicagdes das técnicas moleculares baseadas na
deteccdo de DNA a partir de materiais fixados em formol e inclusos em parafina, apresentam
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muitos desafios a serem vencidos (HUIJSMANS et al., 2010). A extracio de DNA de
micobactérias presentes em tecidos fixados em formol e parafinados ¢ um procedimento ainda
mais laborioso, devido, em parte, a camada lipidica que envolve e confere maior resisténcia
ao microrganismo. As diferentes metodologias descritas para extragcio do DNA de
micobactérias de tecidos fixados e parafinados sdo, em geral, adaptacdes de procedimentos
realizados em materiais frescos ou obtidos de cultivo bacteriano; a qualidade e a quantidade
de DNA destas amostras sdo comumente altas ¢ a fragmentacdo do DNA durante a etapa de
extracdo ¢ minima (LOESCHKE et al., 2005). Ao contrario disso, tecidos fixados em formol e
parafinados, apresentam baixa qualidade do DNA, associado, em parte, a fragmentagao que
ocorre durante o processo de fixacdo e inclusdo em parafina, portanto, precaugdes sao
necessarias para evitar maiores danos ao material genético no processo de extracdo do DNA.
As metodologias de extragdo de DNA avaliadas neste estudo (kit comercial e fenol-
cloroférmio) ndo apresentaram variagdes dignas de nota (Figura 24).

Também tem sido descrita a preservacdo da integridade de RNA (SCHEIDL et al.,
2002) em tecidos fixados e parafinados. Aproximadamente 99% dos niveis de mRNA do
tecido sofrem degradagdo devido ao processo de fixa¢do e inclusdo em parafina, entretanto,
trabalhos demonstraram que, com a minima quantidade de RNA restante, ¢ possivel detectar e
amplificar o material genético pela técnica de Real-Time PCR (ABRAHAMSEN et al., 2003;
SPECHT et al., 2001; GJERDRUM et al., 2004).

A otimiza¢do de protocolos para amplificacdo eficiente de fragmentos de DNA de
varias espécies micobacterianas por PCR, tem sido amplamente relatada. Loeschke et al.
(2005) relataram que cortes de tecido, realizados em micrétomo, com lpum de espessura
apresentaram melhores resultados ao teste PCR em relacdo aos cortes com Sum de espessura,
possivelmente relacionado a exposicdo mecanica do DNA micobacteriano nos cortes mais
delgados, e/ou ag¢do do xilol que poderia agir como solvente da camada lipidica sobre o
envoltorio micobacteriano, na etapa da desparafinizagdo. Outros autores (BARCELOS;
FRANCO; LEAO, 2008) relataram que a solugdo de formol a 10% ndo tamponado diminuiu a
capacidade de deteccao de fragmentos de DNA de M. tuberculosis por PCR. SCHULZ et al.
(2001) relataram que, apds tentativas infrutiferas de diagndstico por varias metodologias, tais
como isolamento bacteriano e diagnostico terap&utico com antimibrobianos, a PCR de tecido
fixado em formol e incluido em parafina demonstrou resultados satisfatérios na deteccao e
identificacdo de M. chelonae.

Os dados obtidos neste estudo demonstraram que os tecidos fixados e parafinizados,
podem representar uma rica fonte de DNA para a confirmacdo e conclusdo do diagndstico
clinico-patologico de rotina, assim como para pesquisa em longo prazo. Melhorias na
otimiza¢do de protocolos de fixacdo sdo necessarias, com o intuito de obter resultados
satisfatorios e delimitar futuros padrdes de referéncia.

5.2.4.1.1 Utilizacao de microesferas de vidro (“beads beating”)

Em nosso trabalho, obtiveram-se resultados positivos na extragdo de DNA de Map
com e sem a utilizagdo do “bead beating”, a partir de Map isolado em HEYM e de Map
presente em tecidos fixados em zinco e inclusos em parafina. Porém, as mesmas amostras
fixadas em zinco, quando extraidas por kit comercial e que, portanto, ndo foram submetidas
ao “bead beating”, também resultaram positivas a PCR IS900 e F57. A facilidade e eficiéncia
da utilizacao do “bead beating” para extragcdo de DNA micobacteriano tem sido relatado em
diversos trabalhos (ALDOUS et al., 2005; AMARO et al., 2008; COOK; BRITT, 2007
PATHAK et al., 2012). A combinag¢ao de “bead beating”, solucao de lise, digestdo por
proteinase K e subsequente extracio de DNA com precipitagio por etanol, forneceu
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resultados consistentes na PCR IS900 de fragmentos de intestino e linfonodos mesentéricos
de caprino com paratuberculose, fixados em formol e incluidos em parafina, com vérios graus
de lesdo, inclusive naqueles com pouca quantidade ou auséncia de BAARs (TRIPATHI;
STEVENSON, 2005) e também a partir de células infectadas “in vitro” por M. avium avium,
M. tuberculosis e Map (PATHAK et al., 2012).

Apesar de ter sido adotado procedimento similar em fragmentos fixados em formol e
incluidos em parafina, nao se obteve resultados positivos, mesmo naquelas amostras com alta
concentracdo de BAARs e positivo ao teste de [HQ, tanto na extragdo de DNA por kit
comercial quanto na extracao por fenol-cloroférmio. Este fato reforca a hipdtese de que a
fixacdo por formaldeido pode ter comprometido a extracdo eficiente do DNA e ou afetado a
qualidade do acido nucleico dos materiais deste estudo, sendo pelo “crosslink” entre as
proteinas, pela fragmentacdo do DNA, ou ainda, pela acdo do fixador sobre o envoltorio
micobacteriano, fatores estes que poderiam ter inibido a reagdo da polimerase. Testes
adicionais sdo necessarios para determinacdo da real causa do insucesso das reagdes em
amostras fixadas em formol deste estudo. Portanto, os dados obtidos, sugerem que a utilizagdo
de “beads”, ¢ uma etapa adicional e ndo estritamente necessaria para o sucesso da PCR,
levando em consideragao o protocolo utilizado.

5.2.4.1.2 Qualidade e pureza do DNA extraido por kit comercial e fenol-
cloroférmio

A partir dos dados obtidos pela espectrofotometria e baseado na razao Aje/Azso, a
maioria das amostras fixadas tanto em formol quanto em zinco e submetidas a extragcdo por
fenol-cloroférmio, resultou em valor préximo a 1,8, o que demonstra que DNA extraido
apresentava boa qualidade quanto a contaminagdo por proteinas e outras substincias adversas
a reacdo. O mesmo nao foi observado na extracao por kit comercial, em que algumas amostras
revelaram o valor acima de 3,0 e uma amostra apresentou densidade optica 9,0. Considerando
que nenhuma amostra fixada em formol amplificou e que todas fixadas em zinco
demonstraram resultados positivos ao teste PCR IS900 e f57; a razdo Ajeo/Azg0, apesar de
indicar o “status” de pureza do DNA extraido, pode ndo ser um pardmetro confiavel para
determinagdo do sucesso das reagdes. Ainda, Ikonomopoulous et al. (2004) relataram que a
fragmentacdo do DNA poderia resultar em razao Ajep/Azso menor que 1,8 (SAMBROOK;
FRITSCH; MANIATIS, 1989) e, consequentemente, inibir a reacdo. Ao contrario disso,
apesar os fragmentos fixadas em formol neste estudo, ndo apresentarem resultados positivos a
PCR, a razdo As¢/Azs0 da maioria das amostras mostraram-se dentro dos limites considerados
otimos (Tabela 8).

Baseado na confiabilidade da identificagdo de Map e custos para a execucdo do teste,
Ikonomopoulous et al. (2004) relataram que a extragdo de DNA pelo método por fenol-
cloroférmio apresentou os melhores resultados em comparagdo ao kit comercial, em estudo
realizado em amostras provenientes de bovino com paratuberculose; esta observagdo pode ser
empregada em amostras fixadas em zinco em nosso estudo. Segundo os autores
(Ikonomopoulous et al., 2004), a extragdo por kit comercial foi igualmente eficiente ao
método do fenol-cloroférmio quando avaliado por PCR; apesar do kit comercial ser menos
laborioso, o alto custo ¢ uma desvantagem importante para o diagnostico rotineiro da
enfermidade.
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5.2.4.2 Solucao Fixadora x PCR
5.2.4.2.1 PCR de amostras fixadas em zinco

Neste estudo, fragmentos de ileo e linfonodos mesentéricos fixados em zinco,
mantidos na solugdo por diferentes periodos de tempo (24 horas, 2 meses e 16 meses) e
extraidos tanto por kit comercial quanto por fenol-cloroférmio apresentaram resultados
positivos ao teste PCR para Map (IS900 e F57) e para DNA de bovino (GAPDH). Resultados
semelhantes foram obtidos por Wester et al. (2003) e Lykidis et al. (2007), em que os autores
relataram que o fixador a base de zinco ¢ capaz de preservar a qualidade do DNA gendmico,
inclusive, sem causar efeitos negativos no RNA. No entanto, relataram também que
observaram alteracdo na histomorfologia, artefato também presente nas secgdes avaliadas
neste estudo, em que a células apresentaram encolhimento, em graus leve a moderado mas,
sem comprometer a avalia¢do histopatologica.

Wester et al. (2003) relataram que a utilizagao de solucao fixadora baseada em sais de
zinco ndo causou inconveniéncias na pratica da rotina laboratorial e mostrou-se vantajosa em
relagdo a facilidade no preparo e armazenamento da solugdo, baixo custo e, ndo menos
importante, & menor toxidade comparada ao formol. Os autores revelaram ainda que, os
resultados da PCR de tecidos fixados em zinco apresentaram boa preservacdo do DNA
gendmico quando comparados aos fixados em formol; estes apresentaram amplificacao
insatisfatoria dos fragmentos de DNA, igualmente ao observado neste estudo, possivelmente
relacionado ao comprometimento da qualidade do 4cido nucleico, ou pela presenca de
inibidores enddgenos e ou exogenos a reacao (HERMON-TAYLOR et al., 2000).

A manutengdo de macromoléculas e acidos nucleicos em tecidos fixados em solugdo
de zinco, permite, inclusive, a analise por “in situ hibridization” (ISH), uma ferramenta
valiosa que possibilita a expressdo de genes “in situ”, o que facilita a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento da enfermidade; este teste € baseado
na utilizacdo de provas de RNA para detec¢do da presenca do mRNA complementar,
usualmente em sec¢des de tecidos (CARTER; FLETCHER; THOMPSON, 2010;
STYLIANOPOULOU et al., 2012). Portanto, tecidos fixados em zinco representam um
importante material bioldgico que pode ser arquivado em bio-bancos, tarefa normalmente
realizada através do congelamento de amostras, e desta forma, elimina a necessidade de
manutencdo equipamentos de alto custo para o armazenamento das amostras (FERRER et al.,
2007, KLOPFLEISCH; WEISS; GRUBER, 2011). Esta metodologia pode ser considerada
uma ferramenta valiosa em estudos de correlagdo da histopatologia, expressdo proteica, DNA
genomico, RNA (LYKIDIS et al.,, 2007; WESTER et al., 2003) entre outros estudos
protedmicos (SCHELLENBERGER et al., 2011), na mesma amostra, ¢ ainda, possibilita a
otimizagdo dos testes de PCR, real-time PCR e analise proteica (LYKIDIS et al., 2007). E
uma alternativa excelente ao fixador baseado em formol para a pesquisa contemporanea da
patobiologia molecular (LYKIDIS et al., 2007).

Em se tratando da sensibilidade da PCR na detec¢do e amplificagdo de fragmentos de
DNA apos os diferentes periodos de tempo de armazeamento dos tecidos na solugdo de zinco
(24 horas, 2 meses e 16 meses), observou-se que houve diminuicdo da PCR GAPDH (DNA
bovino) naquelas em que foram mantidas na solucao por 16 meses (Tabela 12). Ao contrario
disso, nao foi observada alteracdo significativa da sensibilidade na PCR 1S900 e F57 (Tabela
12). Uma possivel explicacdo para este resultado pode estar relacionada a degradacao do
DNA, pois o tamanho dos produtos da PCR GAPDH apresentava, aproximadamente, o dobro
do tamanho dos “amplicons” da PCR IS900 e f57 (854, 452 e 424 pb, respectivamente).
Prejuizos relacionados a qualidade proteica também foram observadas na analise histologica e
imuno-histoquimica destes fragmentos (16 meses na solugdo de zinco). A determinagdo do
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periodo tempo em que as amostras ficam viaveis quando mantidos na solucdo fixadora ¢
importante, principalmente, naqueles casos em que sdo realizadas coletas a campo e o
pesquisador nao dispde de um laboratorio para andlise imediata das amostras.

5.2.4.2.2 PCR de amostras fixadas em formol

Neste estudo, ndo foi possivel obter resultados positivos ao teste de PCR, em amostras
fixadas na solucdao de formol a 10% tamponada, tanto na analise de DNA de Map (IS900 e
F57) quanto de DNA de bovino (GAPDH); isto possivelmente esta associado aos efeitos
deletérios que este fixador pode causar nos acidos nucleicos e proteinas celulares, ja que
amostras fixadas em zinco e que foram submetidas aos mesmos tratamentos, amplificaram
perfeitamente. Similarmente, resultados negativos foram observados a PCR de fragmentos
incluidos em parafina de bufalos com paratuberculose, recebidos para diagndstico em nosso
laboratorio. Este material foi enviado em formol, e apresentou histopatologia caracteristica da
infecc¢do, inimeros BAARs e marcac¢ao positiva a IHQ de Mycobacterium spp. O formaldeido
causa desnaturacao do DNA principalmente em regides ricas em A-T, podendo criar mutagdes
artificiais; os efeitos adversos podem aumentar com o longo tempo de fixacdo ¢ diminuir a
eficiéncia da amplificacdo do DNA (BEN-EZRA et al., 1991; GREER; LUND; MANOS,
1991; BRESTERS et al., 1994; SRINIVASAN et al., 2002; KIM, 2003). Outros fatores tais
como pH ou concentragdo de sais, os quais ndo foram controlados neste estudo, podem
também afetar a qualidade do DNA (GILBERT et al., 2007; SRINIVASAN et al., 2002). Vale
relatar que a neutralizacdo do formol foi realizada com a adi¢do de carbonato de calcio e que,
na literatura disponivel, ndo foi encontrado descri¢ao sobre a desvantagem desta substancia na
PCR. Estudos sdo necessarios para desvendar se as diferentes metodologias de tamponamento
e neutralizacao do formol, rotineiramente utilizadas em laboratorios de histopatologia, podem
inibir a a¢do da polimerase. Além disso, Huijsmans et al. (2010) relataram a importancia da
digestao por proteinase K para a purificacdo adequada do DNA extraido de amostras fixadas
em formol e parafinizadas; apesar de, neste estudo ter sido empregada esta etapa no
procedimento, apenas DNA proveniente de HEYM e de tecidos fixados em zinco mostraram
amplificacio a PCR GAPDH, IS900 e F57. Outras avaliagdes em relagdo ao tempo e
temperatura de digestdo, assim como utilizacdo de diferentes concentracdes e fabricantes de
proteinase K sdo necessarias, a fim de determinar se esta etapa foi a determinante na falha das
reacoes.

A alta concentracdo de DNA fragmentado ¢ outro fator inibitério da PCR de amostras
fixadas em formol; estes pequenos fragmentos podem competir com o DNA “template”
(LIBORIO et al., 2005). Concentragdes elevadas de fragmentos de DNA com final 3 e que
ndo possuam tamanho suficiente para permitir amplificagdo, pode agir como “template”
abortivo da reagdo, pois exerce papel competitivo pela enzima polimerase (LIBORIO et al.,
2005). Além disso, em casos em que hé baixa concentracdo de “template”, o relativo excesso
de “primers” promove a formagdo de “primers dimmers”, que podem competir com o
“template” e resultar em amplificagdo fraca ou ausente (LIBORIO et al., 2005). A fixacdo de
tecidos com formol pode resultar em dados incoerentes na PCR, quando baixa quantidade de
“template” esta disponivel e apresentar resultados inconsistentes (WILLIAMS et al., 1999) e
tem sido relatado a dificuldade da andlise de mRNA e DNA extraidos de tecidos fixados e
parafinados (JEWELL et al., 2002; STEG et al., 2006).

Outro fator que pode ter influenciado a sensibilidade da PCR em amostras fixadas em
formol neste estudo, ¢ o tamanho do produto da reagdo; utilizou-se protocolo para obtencao de
fragmentos de cerca de 500pb. Relatos sobre a dificuldade na obtengao de longos fragmentos
de DNA em tecidos fixados em formol e parafinizados tem sido descritos (BONIN et al.,
2003; LIBORIO et al.,, 2005; QUACH; GOODMAN; SHIBATA, 2004) e produtos

73



relativamente curtos tem sido obtido com sucesso em varios estudos na identificacdo de
diversos agentes patogénicos como, por exemplo, M. tuberculosis (178 pb) e M. avium
(257pb) em suinos (GOMEZ-LAGUNA et al., 2010), M. tuberculosis (123pb) relatado por
Barcelos; Franco e Ledo (2008) e papilomavirus humano (150pb) em estudo realizado por
Bahare et al. (2008). Muller et al. (2003) detectaram Leishmania sp. (260pb) em bidpsia de
pele de cdes e Logar et al. (2009), no estudo da provavel participagdo do Map na doenca de
Crohn, conseguiram amplificar fragmentos de 298pb da sequencia IS900. No entanto,
fragmentos de até 600 pb também foram obtidos (HUIJSMANS et al., 2010). Portanto, para
elevar a sensibilidade da PCR destas amostras ¢ conveniente utilizar protocolos e “primers”
que amplifiquem segmentos curtos de DNA ¢ RNA (DEANDRES et al., 2005; JAMSHIDI;
HAMPSON, 2007; LI et al., 2008), como foi relatado por Ferrer et al. (2007), em que a
fixacdo prolongada ndo produziu DNA vidvel para amplificagdo em cérebros fixados em
formalina, emblocados em parafina e arquivados por diferentes periodos de tempo. Resultados
semelhantes foram observados em enfermidades causadas por prions (FERRER et al., 2007).
Em relacdo ao tempo de armazenameto de amostras parafinadas, Liborio et al. (2005),
demonstraram que ¢ possivel utilizar DNA gendmico extraido de tecidos incluidos em
parafina e arquivados por 40 anos, para amplificacdo de pequenos fragmentos através da
técnica de PCR.

Portanto, a partir da correlacdo dos dados obtidos neste estudo, notou-se que diversos
fatores podem ter interferido na auséncia de reacdes em amostras fixadas em formol, como o
tipo de amostra, tamanho do produto a ser amplificado, nimero de copias do gene existente
no genoma a ser detectado pelo teste, concentragdo do DNA alvo nas amostras, concentragao
do DNA nao-alvo (que pode agir como inibidores) e outros inibidores remanescentes no
extrato de DNA (GILBERT et al., 2007; GREER; LUND; MANOS, 1991). E importante
salientar que a escolha do protocolo adequado e confiavel para o diagnostico definitivo de
uma enfermidade, se deve, em parte, & comparacao de resultados dos testes realizados em
varios laboratorios, preferentemente de diferentes regides, o que permite avaliar a
variabilidade dos pardmetros que normalmente compde a metodologia da PCR.

74



6 CONCLUSOES

A andlise histopatologica e imuno-histoquimica de sec¢des de jejuno, ileo e linfonodos
mesentéricos, permitiu detectar bovinos assintomaticos oriundos de rebanhos infectados com
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, o que possibilitou o diagnostico pré-clinico da
paratuberculose em animais de abate. O exame imuno-histopatolégico “post-mortem” pode
disponibilizar meios adicionais para o diagnostico precoce da enfermidade;

A técnica de Ziehl-Neelsen em cortes histologicos de bovinos assintomaticos mostrou-
se ineficiente no diagnostico pés-mortem da paratuberculose;

A solucdo fixadora composta por zinco demonstrou notavel manutencdo da
histomorfologia e preservacdo das caracteristicas histoquimicas, imuno-histoquimicas para
Mycobacterium spp, com qualidade similar a fixagdo por formaldeido. A PCR de fragmentos
fixados em zinco revelou manutencdo da integridade do DNA tecidual e do agente etiologico
da paratuberculose, ao contrario dos dados obtidos pela fixagao por formol. Os resultados
demonstraram que a solucdo de zinco pode ser uma ferramenta importante para manuten¢ao
da integridade de acidos nucleicos o que contribui para o enriquecimento dos meios de
diagnostico molecular.
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ANEXO 1. Modelo da ficha com os dados e alteragdes histopatologicas de cada bovino

Histopatologia de vacas com PARATUBERCULOSE DATA:
Identific Vaca Registro SAP
Cgmadgs B Alteracoes Duodeno Jejuno ileo eI 16 Ceco Célon
intestino cecal
Macréfagos
Células gigantes
Linfocitos
Plasmacitos
Eosindfilos
Vilosidades
Mucosa Linfaticos dilatados
Congestao
Necrose
Ziehl Nieelsen
OBS
. . valvulaileo A
duodeno jejuno ileo ceco célon
cecal
Ziehl Nieelsen
Muscular da
mucosa

OBS
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Continuacao Anexo 1

Camadas do
intestino

Alteragoes

Duodeno

Jejuno

ileo

Vavula ileo
cecal

Ceco

Coélon

Submucosa

Macréfagos

Células gigantes

Linfocitos

Plasmacitos

Eosindfilos

Prolif. Fibroblastica

Linfaticos dilatados

Congestao

Necrose

Ziehl Nieelsen

OBS

Duodeno

Jejuno

ileo

Vavula ileo
cecal

Ceco

Colon

Camada muscular

Ziehl Nieelsen

OBS

Duodeno

Jejuno

ileo

Vavula ileo
cecal

Ceco

Coélon

Serosa

Ziehl Nieelsen

OBS

SAP

Linfonodo
mesentérico
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Anexo 2. Solugdo PBS (“Phosphate Buffer Saline”) utilizado neste estudo

pH 7,2-7,4

Fosfato de sodio bibasico (Na,HPO4.7H,0)
Fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO4)
NaCL

Agua destilada

1,14¢g
0,24¢g
8,5g
1000ml

100



