Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 24, n. 2, p. 333-337, 1994.

333

INFECCAO EXPERIMENTAL EM CAPRINOS COM MYCOBACTERIUM PARATUBERCULOSIS
DE ORIGEM BOVINA

EXPERIMENTAL INFECTION IN GOATS WITH MYCOBACTERIUM PARATUBERCULOSIS
OF BCVINE ORIGIN

Fernando Padilla Poester’

RESUMO

Uma amostra de Mycobacterium
paratuberculosis de origem bovina foli
experimentalmente inoculada por via oral em caprinos.
ApoOs trés anos de observagao, os autores obtiveram
a reproducao da infecgcao em dois dos trés caprinos
Inoculados, concluindo que 0s caprinos sao suscetiveis
a amostras bovinas de M. paratuberculosis. A
possibilidade de transmissao intra-uterina da bactéria,
embora tentada nao foi possivel de ser demonstrada.

Palavras-chave: paratuberculose, caprinos, infecgao
experimental.

SUMMARY

A strain of Mycobacterium
paratuberculosis Of Dbovine origin was
experimentally inoculated per os in goats. After an
observation period of three years, it was possible to
demonstrate that two out of three goats became
infected with the bacteria. The intra-uterine infection
was tried without success.

Ernani Tadeu Ramos®

Key words: paratuberculosis, goats, experimental
infection.

INTRODUCAO

A Paratuberculose (Doenga de Johne) e uma
enfermidade infecciosa cronica e debilitante que afeta
de forma natural os ruminantes, causada pelo Myco -
bacterium paratuberculosis (MERKAL, 1984).

E uma doenca de disseminagao lenta, cujos
sinais clinicos aparecem depois de um prolongado
periodo de incubacdo (KREEGER, 1991). Segundo
DELISLE et al. (1980), quando um animal doente e
detectado num rebanho, 38 a 42% dos animais podem
ja estar infectados.

A enfermidade é adquirida, primordialmente,
pela ingestao da bactéria que se localiza e se multipli-
ca na mucosa do intestino delgado e linfonodos
anexos, produzindo uma resposta granulomatosa de
intensidade variavel, onde pode ser evidenciada a
presenca de grande numero de histiocitos € macrofa-
gos epitelidides (BUERGELT et al., 1978).

O M. paratuberculosis, uma vez no
intestino delgado, multiplica-se lentamente, originando
uma infiltrac&o celular maci¢a da submucosa intestinal,
resultando numa diminuigdo da absorgao alimentar,
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diarreia cronica e profusa, acompanhada de perda de
peso progressiva e debilitagao (BLOOD et al., 1979).

Entre os caprinos raramente ocorre diarréia
e a perda de peso € o unico sinal clinico nem sempre
especifico da doenga (FUENTEALBA et al., 1985).

A Paratuberculose € uma doeng¢a que tem
sido relatada como presente num grande niumero de
paises, mas nem todos tém conduzido estudos siste-
maticos para determinar a sua importancia econdémica.

Segundo MERKAL (1984), a Paratuberculose
tem sido considerada a mais importante doencga
Infecciosa dos bovinos na Gra-Bretanha. Nos Estados
Unidos ela ocorre em todas as areas com grandes
concentragoes de gado bovino (KOPECKY, 1973). Um
levantamento soroldgico efetuado na Florida indicou
que a Infecgcao esta disseminada nos rebanhos de
corte e de leite nas proporcdes de 8,6% e 17,1%,
respectivamente (BRAUN et al., 1990). Numa pesquisa
realizada por WILSON et al. (1993) ficou comprovada
a associacao do M. paratuberculosis COM a
diminuigao da producgao de leite.

No Brasil, os relatos sobre esta enfermidade
SA0 bastante escassos. A primeira publicacao cientifica
sobre a ocorréncia da Paratuberculose foi feita por
SANTOS & SILVA (1956). Ha relatos sobre o seu
diagnostico nos estados do Rio de Janeiro (SILVA &
PIZELLI, 1961), Santa Catarina (PORTUGAL et al.,
1979) e Rio Grande do Sul (RAMOS et al., 1986).

Muitos testes tém sido desenvolvidos para
auxiliar no diagnostico da Paratuberculose. No entanto,
0 unico teste considerado como definitivo € o isola-
mento do agente de tecidos ou fezes (COLGROVE et
al., 1989). Segundo WHIPPLE et al. (1991), a nao
padronizagdo dos procedimentos bacterianos de
ISolamento do M. paratuberculosis tem contribui-
do para dificultar o diagnéstico desta enfermidade.

A infeccao experimental por via oral de
Ovinos com M. paratuberculosis de origem
bovina foi obtida com sucesso por SILVA (1968),
constatando, inclusive, infec¢ao por via placentaria.

Segundo DOYLE (1959), cabras jovens s&o
muito suscetiveis a infecgao natural ou artificial com M.
paratuberculosis. RUSSEL & MILNER (1979),
embora tenham demonstrado que exista semelhanca
sorologica entre amostras caprinas e bovinas de M.
paratuberculosis, Sugerem que a patogenicidade
de amostras caprinas para bovinos permanece incerta.

O objetivo do presente trabalho € demonstrar
a suscetibilidade de caprinos a0 M. paratubercu-
losis, iInoculados experimentalmente por via oral com
emulsao de mucosa intestinal lesada obtida de um
bovino com Paratuberculose.

MATERIAL E METODOS

Para o preparo do inoculo, utilizou-se emul-
sdo de mucosa intestinal proveniente de um bovino do

qual se isolou a bacteria.
Preparo do indculo

Preparou-se um raspado de mucosa intestinal
de zonas com lesdes tipicas. A massa de tecido
intestinal foi emulsionada com salina fisiologica esteril
num total de 210ml. Cada animal recebeu 70ml por via
oral mediante aplicagao com funil acoplado a uma
mangueira de borracha. Deste modo, nao houve
nenhuma perde de material inoculante.

Animais inoculados

Foram inoculados trés caprinos adultos,
sendo um macho castrado e duas fémeas. Uma das
fémeas estava prenhe quando da inoculagao. Com
Isto, procurou-se avaliar a possibilidade da transmissao
intra-uterina do agente. Os animais foram mantidos
num mesmo box, sem contato com outros animais, por
um periodo de trés anos, que foi o tempo de duragao
do experimento. A alimentagao administrada fol ragcao
e pasto verde.

Testes empregados

Provas alergicas

Antes da inoculagdao, os animais foram
submetidos ao teste intradérmico com jonina®. Sessen-
ta dias depois da inoculagao, os animais foram nova-
mente submetidos a prova da jonina na prega ano-

caudal.
Exames necroscopicos

Foram realizadas necropsias dos animais
para pesquisa de lesdes macroscopicas de Paratuber-
culose e coletado material para exames bacteriologicos
e histologicos.

Exames histolégicos

Fragmentos de intestino, figado e linfonodos
mesenteéricos foram fixados em formol a 10%, cortados
na espessura de 5u em parafina e corados por Hema-
toxilina-eosina e Ziehi-Nielsen (CULLING, 1975).
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Exames bacteriologicos

Durante as necropsias coletaram-se o0sS
seguintes materiais para exame microbiol0gico: fezes,
linfonodos mesentericos, valvula ileo-cecal e fragmen-
tos de intestino. Como meio de cultura, utilizou-se o
meio de Herrold gema de ovo com micobactina®, na
proporcao de 0,2g por litro € sem micobactina. Como
descontaminante utilizou-se o Cloreto de benzalcdnio*
na proporao de 0,1% para tecidos e 0,3% para fezes,
segundo CEPANZO (1953) e LARSEN et al. (1981).

RESULTADOS

Provas alergicas

Antes da inoculagao, os animais submetidos
ao teste alergico da jonina, foram todos negativos 72
horas ap0s a aplicagao. Sessenta dias ap0s a inocula-
¢cao, os animais foram novamente submetidos ao teste.
Quarenta e oito horas ap6s verificou-se reacao positiva
em todos o0s animais. O macho revelou a maior
reacao, tendo o edema apresentado um volume
aproximado ao de um ovo de galinha. As fémeas
apresentaram um edema menor, mas suficiente para
considera-las positivas. Nas 72 horas, os edemas de
todos os animais haviam diminuido de tamanho.

Necropsias

Dois anos apo0s a inoculagao, 0 macho € a
femea nao prenhe apresentaram emagrecimento
progressivo sem diarréia que cuiminou com a morte de
ambos. A necropsia ndo se verificaram alteracoes
macroscopicas significativas nos linfonodos mesenteri-
cos, intestinos ou figado. A outra fémea e seu filhote
apresentaram apenas discreto emagrecimento e em
nenhum momento durante o periodo em que durou o
experimento verificou-se presenca de diarréia. Ao final
do terceiro ano, a fémea remanescente e o filhote
foram sacrificados e necropsiados. Também nesses

animais nao se verificaram lesdes macroscopicas
significativas.

Exames histopatologicos

O resultado do exame histopatolégico do
macho e da fémea que morreram ao final do segundo
ano de inoculagao revelou intensa degeneragao
gordurosa no figado. No intestino observaram-se areas

de infiltracdo de células mononucleares na lamina
prépria e grande nimero de macréfagos carregados
de bacilos alcool-acido resistentes. Os exames efetua-
dos na fémea remanescente e no seu filhote nao
revelaram alteracdes histopatolégicas significativas.

Exames bacteriologicos

O isolamento do M. paratuberculosis
foi obtido a partir da semeadura de linfonodos mesen-
téricos e de raspado de intestino dos animais que
morreram com sinais tipicos da doenga, como perda
de peso e intensa debilitagdao (macho e uma femea).
Ao redor da quinta semana ap6s incubacgao a 37°C em
meio de Herrold com gema de ovo e enriquecido cem
micobactina, verificou-se o0 aparecimento de colonias
tipicas de M. paratuberculosis. NOS mMeiOs sem
micobactina ndo houve crescimento bacteriano. Dos
animais que foram sacrificados, (fémea e filhote), nao
foi possivel obter-se isolamento bacteriano dos 0rgaos
semeados em nenhum dos meios empregados.

A identificacdo bacteriana baseou-se€ no
prolongado tempo de apari¢éo das coldnias, morfologia
colonial (incolores, translacidas, lisas, brilhantes,
pequenas) com caracteristicas de bacilos alcool-acido
resistentes e na dependéncia a micobactina.

DISCUSSAO

A Paratuberculose &€ uma enfermidade que
ocorre naturalmente em ruminantes, embora 0 seu
agente etiolégico tenha sido isolado de animais mono-
gastricos em matadouros como suinos e equinos sem
sinais clinicos da doen¢ca (MERKAL, 1984).

A infeccao experimental de caprinos com
amostras bovinas de M. paratuberculosis Nao
pode ser considerada como um fato absolutamente
inédito. Segundo DOYLE (1959), caprinos tém sido
usados em trabalhos como animais de experimenta-
cdo. De acordo com RUSSEL & MILNER (1979), ha
uma similaridade sorologica bastante acentuada entre
amostras de M. paratuberculosis de origem
bovina e caprina, muito embora GILMOUR (1976)
tenha demonstrado a existéncia de diferengas antige-
nicas entre pelo menos duas amostras desta bacteria.

O presente trabalho teve como objetivos
reproduzir a Paratuberculose em caprinos com amos-
tra isolada de bovino, o que foi obtido em dois dos tres
animais inoculados, bem como verificar a possibilidade
da transmisséo intra-uterina da bacteria.
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LesOes macroscopicas Como mucosa Corru-
gada e a presenga de diarréia que sdo tipicas da
doenga em bovinos, nao foram detectadas no presente
estudo. Estas observagdes estdo de acordo com os
resultados de FODSTAD & GUNNARSSON (1979) que
concluiram serem esses achados de pouco valor para
o diagnostico da enfermidade em caprinos.

A identificagcdo do M. paratuberculosis
a partir de tecidos fixados em formol, em preparag¢des
com parafina e corados pelo método de Ziehl-Neelsen,
tem sido tradicionalmente recomendada como método
adicional no diagnéstico da Paratuberculose
(CULLING, 1975; CHIODINI et al., 1984). Este procedi-
mento, no entanto, apresenta uma sensibilidade menor
quando comparado, por exemplo, com métodos
Imunohistoquimicos, 0s quais sdo capazes de detectar
pequenos numeros de bactérias nos tecidos afetados
(MASSONE et al.,, 1991). A pouca sensibilidade do
teste histologico empregado poderia explicar o diag-
nostico negativo em uma das fémeas inoculadas.

A infecgdo intra-uterina tem sido relatada
como frequente em bovinos (DOYLE, 1959) e em
inoculagao experimental em ovinos com amostra
bovina (SILVA, 1968). Embora esse tipo de transmis-
sa0 nado tenha sido comprovado no presente experi-
mento, isto nao significa que ele ndo ocorra em
caprinos. A pequena amostragem estudada pode ter

sido responsavel pela nao constatacao da transmissao
por esta via.

CONCLUSOES

1. Foi possivel infectar-se caprinos com
amostra bovina de M. paratuberculosis.

2. A Paratuberculose em caprinos foi obtida
em dois dos trés animais inoculados por via oral.

3. No presente experimento nao foi possivel
determinar-se a infecgao intra-uterina.
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