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Paratuberculosis in a herd of buffaloes was studied in the municipality of Sdo Mateus,
Maranhdo, Brazil. Rectal biopsies were performed in 140 male and female Murrah, Me-
diterranean and crossbreed buffaloes older than 3 years. Postmortem examination of 11
buffaloes was performed to compare the rectal biopsies with possible lesions in mesenteric
nodes and the intestine. The history of the herd and clinical examination revealed progres-
sive weight loss and non-responsive antimicrobial diarrhea, dehydration and submandi-
bular edema. Rectal biopsies showed in six buffaloes microscopically suggestive lesions
for paratuberculosis through hematoxilin-eosin staining (HE), characterized by moderate
multifocal granulomatous enteritis with epithelioid cell infiltration. In four buffaloes Lan-
ghans giant cells were found. In 15 buffaloes lymphocytic infiltrate was observed in the
lamina propria of the large intestine. Ziehl-Neelsen staining (ZN) revealed in 4.3% (6/140)
acid-fast bacilli in the rectal mucosa. Real time PCR amplified to 5.71% (7/140) Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis (Map) DNA. 11 buffalos were submitted to postmortem
examination, gross examination revealed augmented mesenteric nodes with whitish areas
in the cut surface. The mucosa of the small intestine was irregular and thickened, with
evident traverse folds and Peyer plates. The brownish intestinal content was fluid, the ile-
ocecal valve area thickened and edematous with evident lymphatic vessels. Histological le-
sions in the mesenteric lymph node and small intestine four buffalo were compatible with
those already described in the literature, and presented acid-fast bacilli by ZN staining and
amplification of Map genetic material in qPCR. The concordance between the rectal biopsy
and the postmortem samples was in agreement with the Kappa test (K=0.792) and was
considered substantial or high. The rectal biopsy showed to be promising and can be used
by practitioners, together with other techniques, for antemortem diagnosis in buffalo her-
ds suspected to be affected by paratuberculosis. Samples obtained by rectal biopsy were
suitable for ZN staining and real time PCR. Rectal biopsy can be used as a tool for diagnosis
and control of Johne’s disease in buffaloes to select and eliminate positive animals within
the herd and decrease gradually the spread of Map.
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RESUMO.- Foram realizadas bidpsias retais de 140 bufalos,
machos e fémeas, das ragas Murrah e mesticos de Murrah
com Mediterraneo, com idade acima de trés anos, em uma
propriedade no municipio de Sdo Mateus, Maranhao, Brasil.
Adicionalmente foram realizadas necropsias de 11 bufalos,
para realizar um estudo comparativo entre os achados das
bidpsias retais e de tecidos de ileo e linfonodo mesentéri-
co. A propriedade apresentava historico de animais com
emagrecimento progressivo e diarreia ndo responsiva a
antimicrobianos. Os bufalos apresentavam sinais clinicos
caracterizados por diarreia, estado nutricional regular a
ruim, desidratagdo e edema submandibular. Nas biépsias
retais seis bufalos apresentaram lesdes sugestivas da pa-
ratuberculose na Hematoxilina-Eosina (HE), sendo estas
caracterizadas por inflamacdo granulomatosa multifocal
moderada na lamina prépria com macroéfagos epitelioides.
Em quatro animais foram observadas adicionalmente cé-
lulas gigantes do tipo Langhans. Em 15 bufalos foi obser-
vado infiltrado linfocitario multifocal leve na lamina pré-
pria. Pela coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN), 4,3% (6/140)
apresentaram bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e na
PCR em tempo real (qPCR), 5,71% (7/140) tiveram ampli-
ficacdo do material genético. Foram necropsiados 11 bufa-
los, a necropsia foram observados aumento de linfonodos
mesentéricos com areas esbranquicadas na superficie de
corte; intestino delgado e grosso com dobras transversais
evidentes, mucosa espessada e irregular, de aspecto reticu-
lado, placas de Peyer evidentes e contetido liquido e mar-
rom. Ainda se viam areas espessadas em torno da valvula
ileocecal e vasos linfaticos evidentes. As lesoes histoldgicas
localizadas no intestino delgado e linfonodos mesentéricos
de quatro bufalos foram compativeis com lesdes ja descri-
tas na literatura, e apresentaram BAAR e amplificacdo de
material genético na qPCR. A concordancia entre a biépsia
retal e a analise dos tecidos de ileo e linfonodo mesenté-
rico, segundo o teste Kappa (K=0,792), foi alta. A bidpsia
retal realizada demonstrou ser promissora e pode ser em-
pregada, juntamente com outras técnicas, para auxiliar
no diagnostico ante mortem em bufalos de rebanhos com
suspeita de paratuberculose; pela mesma foi possivel de-
tectar animais positivos através da coloragdo de ZN e qPCR.
Os resultados obtidos podem ser utilizados no controle da
enfermidade para selecionar e eliminar animais positivos
do rebanho, diminuindo gradualmente, a disseminagao do
agente no ambiente, e a consequente contaminagdo de ou-
tros animais.

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

INTRODUCAO

Paratuberculose ou doenga de Johne é uma enterite granulo-
matosa, cronica, infecciosa, causada por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (Map), bacilo alcool-acido resistente
(BAAR), que acomete mamiferos, principalmente ruminantes
domésticos e selvagens, e causa diarreia, sindrome de ma ab-
sor¢do e perda de peso (Chiodini et al. 1984, Riet-Correa &
Driemeier 2007, Mota et al. 2010). A infec¢do se da pela inges-
tdo de colostro, leite ou 4gua contaminados com fezes.
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A enfermidade tem distribuicio mundial e a doenga
clinica foi descrita pela primeira vez em 1895 por Johne e
Frothingham na Alemanha (Manning & Collins 2010). No
Brasil, a doenga foi diagnosticada em bufalos por Mota et
al. (2010) em Pernambuco, Barbosa et al. (2010) no Mara-
nhdo, Dalto (2011) no Rio Grande do Sul e Brito (2015) em
Alagoas.

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

0 diagndstico ante mortem da doenga tem sido um pon-
to critico em estratégias de controle. Ainda ndo ha um tes-
te padrao para o diagnostico da paratuberculose devido a
natureza cronica da enfermidade e aos diferentes estagios
da doenca (OIE 2014). Na paratuberculose as lesdes loca-
lizam-se principalmente no trato intestinal e linfonodos
mesentéricos; no intestino grosso sdo observadas lesdes
da mesma natureza, porém menos extensas (Driemeier et
al. 1999, Mota et al. 2010); também foram relatadas lesdes
na mucosa retal em bufalos (Dalto et al. 2012).

Dalto etal. (2012) realizaram uma biépsia em um bufalo
no Rio Grande do Sul e sugeriram que este exame poderia
ser mais uma ferramenta para confirmagio do diagndstico
de paratuberculose nesta espécie, visto que no fragmento
analisado pelos autores, havia BAAR e marcac¢ido positiva
na Imunoistoquimica (IHQ). Baseado nesta informagdo
optou-se pela continuagido deste estudo. Desta forma o ob-
jetivo deste trabalho é avaliar o uso da bidpsia retal como
diagnoéstico ante mortem da paratuberculose em bufalos,
quando comparada a outras técnicas de diagnoéstico.

MATERIAL E METODOS

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

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

O fragmento destinado para qPCR foi armazenado em tubos
de polietileno tipo eppendorf e mantidos a -20°C para posterior
processamento. A extracdo de DNA do fragmento foi realizada por
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Fig.1. (A) Realizacdo de biépsia retal, com auxilio de uma pinga
Mathieu, para o diagnéstico de paratuberculose em bufalo. (B)
Fragmento coletado. (C) Fragmento coletado em frasco tipo
Falcon, em formol a 10%.

Kit comercial da Qiagen (QIAamp® DNA Mini Kit para tecidos). A
reacao de qPCR foi realizada usando os Primers e sondas para o
gene is900 (F-5-TGCTGATCGCCTTGCTCA-3’ e R-5-GGGCCTGA-
TCGGCGATGAT-3’; S-5’-FAM-CCG GGC AGC GGC TGC TTT ATATTC-
3’-BHQ1) (Sigma®); e os Primers e sondas para f57 (F-5’-TTCATC-
GATACCCAAACTCAGAGA-30 e R-5-GTTCGCCGCTTGAATGGT-3’;
S-5'Cy5-5"-TGCCAGCCGCCCACTCGTG-3’-BHQ2) (Sigma®) (Irenge
et al. 2009). Na reagdo foram utilizados 2ul de solugdo de DNA,
12,5pl do Mix (RealQ-PCR-RT dUTP-UNG Master Mix kit) (Ampli-
gon, Dinamarca), Primers na concentragdo de 0,6 pmol/ul e son-
das na concentragdo de 0,4 pmol/ul, 0,5ul de H,0 e 2ul de MgCl,
(50nM) (Invitrogen®), num volume total de reagido de 25ul. A
reacgdo foi iniciada a 50°C durante 2 minutos, e 95°C, durante 10
minutos, seguido por 45ciclos de desnaturacdo a 95°C, durante 15
segundos, anelamento/extensdo a 60°C durante 1 minuto. Cada
amostra foi testada em triplicata no termocilador LightCycler 480
(Roche, Alemanha) de andlise de dados.

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

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

RESULTADOS

Na propriedade havia 1000 bufalos adultos (acima de 3
anos), das racas Murrah, Mediterraneo e seus mesticos. Os
bufalos eram criados de forma extensiva em pastagens de
Brachiaria spp. e pastagens nativas. O histérico obtido na
propriedade era que os animais apresentavam sinais de
emagrecimento e diarreia, ndo respondiam aos antimicro-
bianos e a evolucdo da doenca variava entre quatro e oito
meses. Segundo os tratadores, cerca de cinco animais com
esses sinais clinicos morriam por ano.

Sinais clinicos

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

Bidpsia retal

Em seis bufalos (Bufalos 2, 3,18, 139, 141 e 188) foram
observadas lesdes sugestivas da paratuberculose na HE,
sendo estas caracterizadas por inflamag¢do granulomatosa
multifocal moderada na lamina prépria com macroéfagos
epitelioides. Em quatro animais foram observadas adicio-
nalmente células gigantes do tipo Langhans (Bufalos 2, 139,
141 e 188) (Fig.2) (Quadro 1). Em 15 bufalos foi observado
infiltrado linfocitario multifocal leve na lamina prépria. No
Ziehl-Neelsen, 4,3% (6/140) dos bufalos apresentaram ba-
cilos alcool-acido resistentes (BAAR) (Bufalos 2, 3,18, 139,
141 e 188) e na qPCR, 5,71% (7/140) tiveram amplificacdo
do material genético (Bufalos 2, 3, 18, 139, 141, 188 e 189)
(Quadro 1).

Achados anatomopatoldgicos

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

Dos 11 bufalos necropsiados, apenas quatro (Bufalos
139, 186, 188 e 189) apresentaram lesdes de paratubercu-
lose. As lesdes histoldgicas localizadas no intestino delgado
foram caracterizadas por infiltrado inflamatdrio granu-
lomatoso rico em células gigantes na mucosa e infiltrado
mononuclear na submucosa. Nos linfonodos mesentéricos
foram observadas células epitelioides e células gigantes na
regido cortical e medular.
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Quadro 1. Sinais clinicos, achados histopatoldgicos, Ziehl-Neelsen e PCR
em tempo real das biopsias retais de biifalos com paratuberculose

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

1 2 3 4 Sem sinais clinicos Lesdo A  Positivo Positivo
2 3 2 5 Diarreia LesdoB  Positivo Positivo
3 4 2,5 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
4 18 2 5 Diarreia LesdoB  Positivo Positivo
5 35 2 5 Diarreia e edema LesdoC Negativo Negativo
submandibular
6 50 2 5 Diarreia e edema LesdoC Negativo Negativo
submandibular
7 52 1,5 5 Diarreia LesdaoC Negativo  Negativo
8 53 2 5 Diarreia LesdaoC Negativo  Negativo
9 118 2 17 Diarreia SL Negativo  Negativo
10 121 4 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
11 137 2 8 Diarreia SL Negativo  Negativo
12 138 2 12 Emagrecimento SL Negativo  Negativo
13 139 2 15 Diarreia Lesdo A  Positivo Positivo
14 141 2 7 Diarreia Lesdo A  Positivo Positivo
15 143 2 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
16 155 2,5 5 Diarreia SL Negativo  Negativo
17 163 3 7 Diarreia SL Negativo  Negativo
18 177 2 10  Diarreia e edema SL Negativo  Negativo
submandibular
19 186 2 5 Diarreia Lesdo C  Negativo  Negativo
20 187 2 5 Emagrecimento SL Negativo  Negativo
21 188 2 5 Diarreia Lesdo A  Positivo Positivo
22 189 2 5 Diarreia e edema LesdoC Negativo  Positivo
submandibular

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

Quadro 2. Comparacio dos resultados das bidpsias retais e
analise dos tecidos do ileo e linfonodo mesentérico de
bufalos com paratuberculose

Ordem Bufalo Resultado da bi6psia Resultado da necropsia*
no. fleo Linfonodo
mesentérico
1 52 Negativo Negativo Negativo
2 53 Negativo Negativo Negativo
3 118 Negativo Negativo Negativo
4 137 Negativo Negativo Negativo
5 138 Negativo Negativo Negativo
6 139 Positivo Positivo Negativo
7 177 Negativo Negativo Negativo
8 186 Negativo Positivo Positivo
; 9 187 Negativo Negativo Negativo
.“’;.‘/ ®. \ YA = 10 188 Positivo Positivo Positivo
: - R 11 189 Positivo Positivo Positivo
Fig.2. Células gigantes de Langhans na lamina prépria entre as
criptas intestinais, na bidpsia retal do Bufalo 2 com paratu- *Baseado no teste de ZN e de qPCR.

berculose. HE, obj.40x.
Quadro 3. Estatistica Kappa obtida entre a bidpsia retal e

a analise de tecidos, segundo classificacdo dos resultados

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

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

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

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

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

DISCUSSAQ

Os sinais clinicos observados nos bufalos deste estudo fo-
ram semelhantes aos encontrados por Mota et al. (2010),
Dalto et al. (2012) e Brito (2015) em bufalos com paratu-
berculose. A diarreia ocorre devido a ma absor¢ido de nu-
trientes, em funcdo da enterite granulomatosa, o que jus-
tifica a perda progressiva de peso e o mau estado corporal
dos animais afetados (Chiodini et al. 1984). O edema sub-
mandibular pode estar presente; este achado foi descrito
por Dalto (2011) em bufalos no Rio Grande do Sul, acha-
do que pode ser relacionado a diarreia cronica e também
pela ma absorgao intestinal (Clarke 1997, Driemeier et al.
1999); no entanto no presente trabalho, apenas um bufalo
que apresentava edema submandibular foi positivo para a
enfermidade. A medida que a diarreia aumenta, o edema
tende a desaparecer e o animal pode apresentar desidrata-
¢do e debilidade (Radostits et al. 2007). Como apenas sete
animais, dos 21 que apresentavam sinais clinicos sugesti-
vos de paratuberculose, foram positivos, se faz necessario o
diagndstico diferencial desta enfermidade com outras que
cursam com diarreia, caquexia e edema submandibular
(Radostits et al. 2007, Yamasaki et al. 2010).

Os achados histolégicos observados nos bufalos do
presente trabalho foram semelhantes aos encontrados por
Driemeier et al. (1999) e Yamasaki et al. (2010) em bovi-
nos, e por Mota et al. (2010) em bufalos, tais como infiltra-
¢do da mucosa e lamina prépria por macroéfagos, linfoci-
tos, células epitelioides e células gigantes. Segundo esses
autores podem ser ainda visualizados plasmocitos e, oca-
sionalmente, neutroéfilos e eosinoéfilos. Dalto et al. (2012)
também realizaram andlise da mucosa retal em um bufalo
e verificaram lesdes neste segmento, presenca de BAAR e
marcacao positiva na IHQ. Esses achados foram semelhan-
tes aos observados nos bufalos deste estudo, que tiveram
lesdes sugestivas de paratuberculose, presenca de BAAR e
PCR positivo, tanto nas amostras das bidpsias retais como
da andlise de ileo e linfonodo mesentérico obtidos na ne-
cropsia.

Na biépsia retal apenas um bufalo apresentou qPCR po-
sitivo (189) e auséncia da bactéria no teste de ZN. Quando
a carga bacteriana é baixa, os bacilos podem nao ser de-
tectados ao exame histolégico, o que poderia explicar o re-
sultado negativo a coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN) e posi-
tivo na qPCR (Zimmer et al. 1999). Isso também pode ser
justificado pelo segmento analisado, que segundo Mota et
al. (2010) e Dalto et al. (2012), nesta regido, podem ser vi-
sualizadas lesdes leves, e que geralmente a carga bacteria-
na é mais baixa. Apenas um bufalo nio apresentava sinais
clinicos, mas foi positivo em ambos os testes (Bufalo 2). Os
animais subclinicos, portadores e provaveis eliminadores
da bactéria sdo fontes de infeccdo para outros animais, e
representam um desafio para o diagnostico, o que dificulta
o controle da enfermidade; estima-se que para cada animal
infectado, ha de 15 a 25 ruminantes subclinicos no rebanho

(Radostits et al. 2007). Através da bidpsia retal, foi possivel
detectar um animal subclinico no rebanho.

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

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

Ressaltamos ainda que, o fragmento coletado para bi-
6psia envolvia apenas a mucosa e submucosa do reto, sem
envolver a serosa, portanto nao havia perfuracao da al¢a e
consequente contaminac¢do da cavidade abdominal, o que
poderia ocasionar peritonite. Nao foi observado nenhum
problema nos animais deste estudo referentes a coleta
dos fragmentos, visto que 11 animais apds a coleta foram
necropsiados, e ndo foi visualizada perfuracdo da serosa,
somente uma pequena area hiperémica na regido coletada.

CONCLUSOES

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

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

A bidpsia retal pode ser utilizada no controle da enfer-
midade para selecionar e eliminar animais positivos do re-
banho, diminuindo assim, gradualmente, a disseminacgdo
do Map no ambiente e a infeccdo do rebanho.
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