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The early and specific diagnosis of paratuberculosis remains a challenge due to the low
sensitivity of the currently available laboratory tests and also because of variations in the
immune response towards infection with Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
Globally this disease causes significant economic losses, primarily in dairy cattle, owing
to the chronic nature of the infection. Paratuberculosis has been described in a number of
Brazilian states and from a diversity of domestic ruminant species clearly demonstrating
that the disease is present in the country and highlighting the requirement for the develop-
ment of diagnostic techniques for confirmation of infection and for epidemiological analy-
ses. The aim of this study was to characterize the anatomo-histopathological and immuno-
histochemical findings in the bowel and mesenteric lymph nodes of assymptomatic cattle,
derived from paratuberculosis positive herds located in state of Rio de Janeiro, Brazil. Ma-
croscopic examination during necropsy revealed nonspecific changes including reddening
of the gut mucosa, increased volumes for the Peyer’s patches and mesenteric lymph nodes
and in some case dilation and whitening of the mesenteric lymphatic vessel. Histopatho-
logy revealed granulomatous infiltration, occasionally with the formation of giant cells in
the jejunal and ileal mucosa or sub-mucosa, and/or in the cortical region of the mesenteric
lymph nodes, in 32 of the 52 cattle examined. Tissue sections from these animals were
subjected to Ziehl-Neelsen staining, but the presence of acid-fast bacilli was not observed.
Subsequent analysis, employing genus specific immunohistochemisty for Mycobacterium,
revealed areas of immunoreactivity in sections prepared from a total of six animals. The
results of this investigation highlighted the value of histopathology and particularly immu-
nohistochemistry as tools for the diagnosis of subclinical paratuberculosis.

INDEX TERMS: Paratuberculosis, Johne’s disease, cattle, immunohistochemistry, pathology, Brazil.

RESUMO.- O diagnéstico precoce e especifico da paratuber-
culose ainda é um desafio. Isto pode estar associado a bai-
xa sensibilidade dos testes laboratoriais e ou a variacdo da
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resposta imunolégica frente a infeccdo por Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis. Mundialmente, é uma enfer-
midade que causa importantes prejuizos econémicos, em
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especial, a bovinocultura leiteira, devido ao carater croénico
da infeccdo. No Brasil, a paratuberculose ja foi descrita em
diversas espécies de ruminantes domésticos e em varios es-
tados, o que demonstra que a enfermidade esta presente em
territorio nacional e ha a necessidade de elaboracdo de técni-
cas de diagnoéstico para a confirmagao da infeccdo. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar os achados anadtomo-histopa-
toldgicos e imuno-histoquimicos em intestino e linfonodos
mesentéricos de bovinos assintomaticos, provenientes de re-
banhos positivos para paratuberculose localizados no estado
do Rio de Janeiro, Brasil. O estudo macroscépico revelou alte-
racdes inespecificas tais como areas avermelhadas na muco-
sa do intestino, aumento do volume das placas de Peyer e dos
linfonodos mesentéricos, além disso, observou-se que vasos
linfaticos mesentéricos estavam dilatados e esbranquigados.
Do total de 52 vacas leiteiras avaliadas, a histopatologia re-
velou infiltracdo granulomatosa, por vezes com formagao de
células gigantes multinucleadas, em mucosa e ou submucosa
de jejuno, ileo e em linfonodos mesentéricos, principalmente
na regido cortical, em 32 animais. Estes bovinos foram sub-
metidos a coloragao de Ziehl-Neelsen cujo teste ndo demons-
trou reacdo positiva, no entanto, quando analisados pelo tes-
te imunohistoquimico para Mycobacterium spp. observou-se
imunorreacdo em 6 animais. Desta forma, a histopatologia
e imunohistoquimica pode ser uma importante ferramenta
para diagnoéstico da paratuberculose subclinica.

TERMOS DE INDEXAC[\O: Paratuberculose, doenca de Johne, bo-
vinos, imuno-histoquimica, patologia, Brasil.

INTRODUCAO

A paratuberculose, também chamada de doenca de Johne,
é causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculo-
sis (Map); afeta principalmente ruminantes e é responsavel
por prejuizos econdmicos importantes na produgdo animal
(Timms et al. 2011). O periodo de incubagao da doenca de
Johne é longo e irregular; a maioria dos animais infectados
ndo apresenta os sinais clinicos caracteristicos da enfermi-
dade ao longo de sua vida (Behr & Collins 2010) e pode
eliminar, intermitentemente, a micobactéria no ambiente,
através das fezes. O diagndstico precoce e especifico da pa-
ratuberculose ainda é um desafio (Timms et al. 2011, Mon
et al. 2012) relacionado, em parte, a baixa sensibilidade
dos testes laboratoriais existentes (Stabel 2010, Timms et
al. 2011, OIE 2013), o que contribui para a ineficiéncia das
medidas de controle no rebanho. O interesse pelo estudo
do Map se deve, também, a sua possivel associacdo com a
doenca de Crohn em seres humanos (Nakase et al. 2011,
Van-Kruiningen 2011, Retamal et al. 2011, Chiodini et al.
2012, Singh & Gopinath 2012).

Em levantamento bibliografico realizado sobre a ocor-
réncia da paratuberculose no Brasil, verificou-se que a en-
fermidade ja foi relatada em 11 estados, o que evidencia
a sua importancia epidemiolégica no pais (Yamasaki et al.
2013). Diante disso, observa-se a necessidade de elabora-
¢do de ferramentas de diagndstico confidveis para deteccao
de animais subclinicos dentro do rebanho e, consequente-
mente, proporcionar melhorias nas medidas de controle
em rebanhos positivos para paratuberculose.
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O objetivo deste trabalho foi caracterizar os achados
anatomo-histopatoldgicos e imuno-histoquimicos em in-
testino e linfonodos mesentéricos de bovinos assintoma-
ticos, provenientes de propriedades positivas para paratu-
berculose no estado do Rio de Janeiro.

MATERIAL E METODOS

A partir da confirmagdo do diagndstico de paratuberculose em re-
banho bovino (por meio de informacdes e dados obtidos através
do historico, exames andtomo-histopatolégicos e imuno-histoqui-
mico, isolamento de Map a partir de fezes e de raspado de mucosa
intestinal e por PCR IS900 e F57), foi realizado um estudo imuno-
-histopatoldégico em intestino e linfonodos mesentéricos de vacas
destinadas ao abate sem sinais clinicos da enfermidade, com o
intuito de identificar animais na fase assintomatica da infecgdo.

Coleta de fragmentos de intestino e linfonodos mesentéricos
Entre 2007 e 2012 foram avaliadas 52 vacas leiteiras assinto-

maticas provenientes de dois rebanhos positivos para paratuber-

culose localizados na regido sul do estado do Rio de Janeiro.

Do Rebanho A, localizado no municipio de Rio Claro, R], fo-
ram estudados 50 vacas, as quais foram enviadas para abate por
variados motivos, tais como mastite recidivante, desordens repro-
dutivas, principalmente auséncia de cio, distirbios locomotores,
pododermatites e fratura em membros. Durante as visitas perio-
dicas ao frigorifico para acompanhamento do abate foram realiza-
das avaliacdo macroscépica e coleta de fragmentos de diferentes
sec¢des do intestino (duodeno, jejuno, ileo, valvula ileo-cecal, ceco
e colon) e de linfonodos mesentéricos.

Do Rebanho B, localizado no municipio de Barra Mansa, R],
foram avaliadas duas vacas, as quais foram necropsiadas na pro-
priedade e, igualmente, coletados fragmentos de diversas secdes
de intestino e de linfonodos mesentéricos.

Histopatologia

Apés a avaliagdo macroscdpica do trato intestinal, os frag-
mentos foram coletados em frascos separados, identificados e
fixados em formol a 10% neutralizado com carbonato de calcio
e processados pelos métodos usuais para andlise histolégica no
Laboratdrio de Histopatologia, do Projeto Sanidade Animal (PSA)
do Convénio Embrapa/UFRR]; em seguida, foram incluidos em
parafina, cortados a 5um e corados pela Hematoxilina-Eosina
(HE). Os fragmentos que apresentaram lesdes granulomatosas
foram corados pela técnica de Ziehl-Neelsen (ZN) (Luna 1968)
para evidenciagdo de bacilos alcool-acido resistentes (BAARs) e,
em seguida, submetidos ao teste imuno-histoquimico (IHQ) para
Mycobacterium spp. Controles positivos e negativos foram utiliza-
dos a cada processamento.

Teste imuno-histoquimico

As secgdes foram cortadas em micrétomo a 5um e aderidas a
laminas de vidro, previamente tratadas com silano (3-aminopro-
pyl-triethoxysilane, Sigma-Aldrich, cat.A3648). Em seguida, foram
desparafinadas em xilol, lavadas em alcool e hidratadas em agua
destilada. A peroxidase endégena tecidual foi inativada com H,0,
a 3% em solugdo aquosa por 30 minutos. Apds a lavagem com
agua destilada, féz-se a reativacdo antigénica com protease XIV
(Sigma, cat.P5147), na concentragdo de 0,2mg/ml, por 30 minu-
tos a 37°C. Novamente foi realizada lavagem com agua destilada, e
em seguida as 1aminas foram tratadas com leite em p6 desnatado
(Molico) a 5% em solugdo aquosa por 30 minutos a temperatura
ambiente e, lavadas novamente em agua destilada. Depois, as la-
minas foram incubadas “overnight” a 6°C (em geladeira) com anti-
corpo primdrio contra Mycobacterium spp. (GeneTex, cat.20905)
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numa dilui¢do de 1:500 em “phosphate buffer saline” (PBS), pH
7,4. No dia seguinte, apds a lavagem das laminas em agua destila-
da, utilizou-se o método da biotina-estreptavidina peroxidase (kit
comercial LSAB Dako, cat.0690) e a revelacdo das reacgdes foi rea-
lizada com o cromdgeno AEC (Aminoetil-carbamazole, Dako, cat.
K3461), de acordo com as instrugdes do fabricante. As laminas
foram contracoradas com hematoxilina de Harris ndo alcodlica e,
em seguida montadas com laminula em meio aquoso (Faramount
Aqueous Mounting Medium, Dako cod.S3025). A avaliagdo foi rea-
lizada em microscopio 6ptico (Olympus BX41TF). A cada proces-
samento foram utilizados controles positivo e negativo e, também,
fragmentos com e sem anticorpo primario.

RESULTADOS

Macroscopia

0 estudo macroscopico revelou alteragoes inespecificas
na mucosa de diversas por¢des do intestino delgado e gros-
so dos bovinos assintomaticos, de ambos os rebanhos que
consistiram em areas avermelhadas de intensidade leve a
moderada (Fig.1); no intestino delgado de alguns bovinos
as placas de Peyer estavam mais proeminentes e notou-se
leve espessamento da parede. Os linfonodos mesentéricos
de alguns animais apresentaram aumento de volume em
graus leve a moderado e os vasos linfaticos mesentéricos
estavam dilatados e esbranquicados.
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Fig.2. Infiltragdo granulomatosa e formacgdo de células gigantes de
Langhans no apice das vilosidades de mucosa do jejuno, de bovi-
no assintomatico, proveniente de rebanho positivo para paratu-
berculose, localizado no municipio de Rio Claro, R]. HE, obj.16x.
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Fig.3. Células gigantes de Langhans na regido cortical de linfono-
do mesentérico de bovino assintomatico, proveniente de re-
banho positivo para paratuberculose, localizado no municipio
de Rio Claro, R]. HE, obj.16x.
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Fig.1. Aspecto enrugado e areas avermelhadas em mucosa de in-
testino delgado de bovino assintomatico, proveniente de re-
banho positivo para paratuberculose, localizado no municipio
de Rio Claro, RJ.

Histopatologia

Rebanho A. Das 50 vacas, 31 animais apresentaram infla-
macdo granulomatosa em jejuno, ileo (Fig.2) e/ou linfonodo
mesentérico (Fig.3); aintensidade das lesdes variou entre leve
e moderada. Em 19 vacas ndo foram observadas alteragdes b
histoldgicas compativeis com a infec¢do. A coloragio de ZN Rt . ST -» . ¥ 27 e
ndo revelou presenca de BAARs nos fragmentos analisados. SPoadg’ .0 N Ry TR0Ps K

Rebanho B. Dos dois animais avaliados, apenas um (@@ &% .. # L= -5, Ve o
bovino apresentou leve infiltracdo por macroéfagos epite- " e 22 § S fﬁ.i s
lioides em mucosa e submucosa do intestino delgado; ndo -
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Fig.4. Imunomarcacdo positiva para Mycobacterium sp. em linfo-

foram evidenciados BAARs nas sec¢Ges analisadas. nodo mesentérico de bovino assintomadtico, proveniente de
No intestino grosso ndo foram observadas leses com- rebanho positivo para paratuberculose, localizado no muni-

pativeis com paratuberculose nos animais de ambos os re- cipio de Rio Claro, R]. Imuno-histoquimica, Método biotina-

banhos. -estreptavidina peroxidase, cromogeno AEC, obj.16x.
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Imuno-histoquimica

Rebanho A. Do total de 50 animais, 6 vacas apresen-
taram marcagio positiva para Mycobacterium spp. de in-
tensidade leve a moderada em jejuno, ileo e/ou linfonodo
mesentérico (Fig.4).

Rebanho B. Os dois bovinos assintomaticos ndo apre-
sentaram imunorreacdo ao teste de IHQ, apesar de se ter
observado lesdo granulomatosa no intestino delgado e lin-
fonodo mesentérico de um dos animais.

DISCUSSAO

A deteccdo precoce de animais infectados por Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis é de importancia pri-
mordial para o sucesso de programas controle (OIE 2013).
Uma das principais caracteristicas da doenca de Johne que
contribui para a disseminacdo da infeccdo em um rebanho
é que os sinais clinicos se manifestam somente quando o
animal encontra-se no estagio terminal da doenca e, nesta
fase, elimina grande quantidade de Map no ambiente atra-
vés das fezes diarreicas. A detec¢do de individuos assinto-
maticos e posterior abate, pode contribuir para a melhoria
das medidas de controle e ainda, limitar a disseminagdo
e manuten¢ao da infec¢do no rebanho (OIE 2013). No en-
tanto, os testes diagndsticos existentes ndo sdo sensiveis o
suficiente para detectar animais na fase assintomatica ou
subclinica da infec¢do (OIE 2013).

A macroscopia, os bovinos deste estudo apresenta-
ram leve espessamento da parede do intestino delgado; tal
achado pode estar relacionado ao inicio do processo gra-
nulomatoso causado por Map; no entanto, deve-se consi-
derar a importancia de se diferenciar o espessamento das
alcas intestinais devido a multiplicacdo do agente infec-
cioso, daquele que ocorre no “post-mortem” associado ao
“rigor-mortis” (Driemeier et al. 1999). Além disso, o aver-
melhamento observado na mucosa intestinal, aumento do
volume das placas de Peyer e em linfonodos mesentéricos,
poderiam, também, estar associados a exposi¢do a helmin-
tos e a inumeros antigenos, comumente presentes na luz
intestinal, acarretando em processos inflamatorios inespe-
cificos (Jubb et al. 2007).

Lesoes histologicas sugestivas de infec¢do por Map fo-
ram observadas em alguns bovinos assintomaticos estuda-
dos e, sua presenca, foi confirmada pelo teste imuno-histo-
quimico. Estes animais tinham entre 4 e 10 anos de idade, no
entanto, nao foi possivel estimar o periodo de incubacio, a
quantidade de Map ingerida, se estes animais se infectaram
quando jovens ou na idade adulta, ou ainda, se eram resis-
tentes ao desenvolvimento de lesdes acentuadas. Pesquisa-
dores tém observado a resisténcia/susceptibilidade genéti-
ca a tuberculose e paratuberculose em varias espécies de
ruminantes (Mackintosh et al. 2011, Korou et al. 2010, Os-
terstock et al. 2010, Reddacliff et al. 2005, Mackintosh et al.
2000). Tais parametros poderiam auxiliar no delineamento
de estratégias de controle em rebanhos infectados, a fim de
minimizar as possibilidades de ingestao de Map, selecionar
individuos resistentes a infec¢do pelo agente, ou ainda, esta-
belecer manejo diferenciado na propriedade.

Do total de 52 bovinos avaliados neste estudo, 32 bo-
vinos apresentaram lesdes granulomatosas de intensidade
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leve a moderada em jejuno, ileo e/ou linfonodos mesentéri-
cos, sugestivas de paratuberculose. Lesdes similares foram
reproduzidas experimentalmente em bovinos, apés um
més da administracdo oral de Map (Payne & Rankin 1961a,
1961b) e apds 150 dias da infeccdo (Larsen et al. 1975);
os autores relataram que a histopatologia revelou presen-
ca de células gigantes solitarias no apice das vilosidades e
em linfonodos mesentéricos. A semelhanga desses autores,
também encontramos leve a moderada infiltragao granulo-
matosa na mucosa e submucosa do intestino delgado e nos
linfonodos mesentéricos. Infeccdo experimental com Map
e visualizacdo de alteragdes histoldgicas provocadas pelo
processo inflamatério granulomatoso, também foram rela-
tadas em outras espécies de ruminantes (Clark et al. 2010).

Um inconveniente das técnicas de diagnéstico anato-
mo-patoldgico é que, em alguns casos, ha a necessidade de
eutanasia dos animais; no entanto, tem sido empregada a
técnica de biopsia de ileo e de linfonodo mesentérico para
confirmacao da doenga de Johne (Buergelt & Ginn 2000,
McConnel et al. 2004, Imirzalioglu et al. 2011), inclusive no
estagio subclinico da infeccdo (Buergelt & Ginn 2000). O
diagnoéstico por meio de biépsia em animais de producao é
recomendado, principalmente, naqueles individuos de alto
valor zootécnico; deve-se levar em consideracdo a relagio
custo-beneficio, pois esta técnica exige conhecimento e
equipamentos especializados (McConnel et al. 2004). Buer-
gelt & Ginn (2000) realizaram a biépsia para diagnosticar
a paratuberculose em ruminantes selvagens mantidos em
zoolégicos. Além disso, no Brasil, biépsia de tecido retal foi
realizada em bubalino, cujo tecido revelou imunomarcacgao
para M. avium (Dalto et al. 2012). Ainda, vale ressaltar que,
em nosso estudo, ndo foram observadas alteragdes histolé-
gicas no célon das vacas assintomaticas estudadas.

Coloracdo de ZN

Neste estudo, sec¢bes intestinais e de linfonodos me-
sentéricos com infiltracdo granulomatosa e, inclusive, com
formacdo de células gigantes de Langhans, ndo revelaram
BAARSs. Este teste apresenta baixo custo operacional e é de
facil execucdo, porém a sua sensibilidade é baixa e eviden-
cia apenas micobactérias com a parede celular integra; a
ndo visualizagdo de BAARs nas amostras analisadas pode
estar associada a presenca de bactérias degradadas ou com
envoltério celular modificado (esferoplastos) (Olsen et al.
2002, Martinson et al. 2008).

Teste de imuno-histoquimica

Do total de 52 bovinos assintomaticos avaliados neste
estudo, 32 apresentaram infiltracio granulomatosa su-
gestiva de paratuberculose em intestino delgado e/ou lin-
fonodo mesentérico; BAARs ndo foram evidenciados em
nenhum fragmento analisado. No entanto, ao teste de [HQ,
seis bovinos apresentaram marcagao positiva para antige-
nos de Mycobacterium spp. o que demonstra sensibilidade
elevada deste teste em relacao a técnica de ZN. Este achado
é similar ao descrito por Massone et al. (1990) e Coetzier
& Tustin (2004), que relatam a maior sensibilidade da IHQ
quando comparado as técnicas para deteccio de BAARs,
principalmente em casos contendo poucas micobactérias.
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Maior acuracia da IHQ também foi descrita por Brees et al.
(2000) e Paolicchi et al. (2001), em que os autores utiliza-
ram anticorpo espécie-especifico contra Map, conferindo,
além de maior sensibilidade, maior especificidade ao teste.
Ainda, Delgado et al. (2009) relataram um estudo compara-
tivo entre duas metodologias para deteccdo de Map, os tes-
tes de IHQ e de “in situ hibridization” (ISH) em fragmentos
em que ndo foram evidenciados BAARs. Apesar de ambos
os testes mostrarem-se positivos, os autores relataram que
a [HQ foi mais vantajosa em relagdo ao ISH, pois além da
facilidade na visualizagdo da marcacdo e da intensidade de
células positivas, a técnica é de facil execucdo. A desvan-
tagem da ISH estava relacionada a dificuldade na identifi-
cacdo da hibridizacdo positiva, pois, além desta técnica ser
mais laboriosa, exige maior esforco, tempo e conhecimento
do patologista para a leitura das laminas. Portanto, os au-
tores relataram que os resultados da IHQ foram mais satis-
fatérios em relacdo 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. Outro estudo realizado em caprinos
infectados com Map também demonstrou alta percenta-
gem de positivos na IHQ em relacdo a coloracio de ZN e ao
cultivo bacteriano (Thorensen et al. 1994) diferentemente
do descrito por Martinson et al. (2008) em que relataram
elevada sensibilidade do cultivo bacteriano quando compa-
rado a coloracdo de ZN e [HQ.

Do total de 32 bovinos que apresentaram infiltracao
granulomatosa em intestino e ou linfonodo mesentérico
sugestivos de paratuberculose, o teste de IHQ revelou ape-
nas 6 animais positivos para a presenca de antigenos de
Mycobacterium spp. este resultado pode estar associado ao
fixador de tecido utilizado. O formol é um fixador de baixo
custo que inibe a autdlise, preserva a arquitetura do tecido e
destréi a maioria dos agentes infecciosos. No entanto, uma
das suas principais desvantagens é a formagao de “cross-
-linking” das cadeias de aminoacidos (Eltoum et al. 2001,
Ramos-Vara 2005), ou seja, promove um “entrelacamento”
das moléculas de proteinas, o que pode alterar, fragmentar
ou “esconder” os epitopos e inibir as reacdes no teste de
IHQ (Werner et al. 2000, Ramos-Vara 2005). Neste estudo,
apesar das reativagdes antigénicas realizadas para induzir
a exposicdo dos epitopos e otimizar a marcagdo (Shi et al.
1998, Ramos-Vara 2005), ndo foram observados resultados
positivos na maioria dos fragmentos de intestino delgado
e de linfonodos mesentéricos com infiltragdo granuloma-
tosa. Adicionalmente, deve-se considerar que a quantidade
e distribuicdo de Map nas amostras analisadas poderiam
estar em niveis ndo detectaveis pelo protocolo adotado,
visto que, a auséncia de marcacao nao significa auséncia do
antigeno no tecido (Ramos-Vara et al. 2008). Ainda, acre-
ditamos que, animais assintomaticos podem nao apresen-
tar infiltracdo granulomatosa difusamente distribuida ao
longo do trato intestinal e nos linfonodos mesentéricos e,
desta forma, ter-se coletado areas do tecido sem alteracdes.

As reagdes cruzadas com outras micobactérias ndo po-
dem ser totalmente excluidas; neste estudo, a positividade
do teste de IHQ para Mycobacterium spp. juntamente com

o histérico do rebanho e as caracteristicas histolégicas das
lesdes granulomatosas nos tecidos analisados foram com-
pativeis com a infec¢do por Map. Infecgdes intestinais com
M. bovis e M. avium sao consideradas raras em bovinos e
a morfologia dos granulomas causados por estes agentes
sdo caracterizadas principalmente por necrose caseosa
(Jubb et al. 2007, McGavin & Zachary 2007), caracteristi-
cas estas ndo observadas nos fragmentos deste estudo. E
interessante mencionar que, em pequenos ruminantes le-
sdes decorrentes da resposta imune contra Map pode cau-
sar necrose caseosa associado a infiltragdo granulomatosa
(Menendez 1990).

Apesar da IHQ nao ser uma técnica rotineiramente uti-
lizada nos laboratérios de diagndstico veterinario, é um
teste valioso, pois possibilita a visualizacdo do antigeno
no contexto da lesdo histoldgica, o que facilita a identifi-
cacdo de possiveis imunorreagdes falso-positivas (Webs-
ter et al. 2010) e, confere ao teste, maior sensibilidade e
especificidade diagndstica. Neste estudo, o teste de IHQ
apresentou maior sensibilidade em relagido a coloracao de
ZN em fragmentos de intestino e linfonodo mesentérico,
fixados em formol e incluidos em parafina, e verificou-se
que a IHQ pode ser uma importante ferramenta laborato-
rial para confirmacgao da infec¢do por Map, principalmen-
te em casos contendo poucos BAARs, o que enriquece os
métodos convencionais de diagnéstico histopatolégico.
Além disso, esta metodologia apresenta vantagens em
situacdes onde ndo ha disponibilidade de material para
cultivo bacteriano e possibilita a realiza¢do de estudos re-
trospectivos.

CONCLUSOES

E possivel observar alteragdes histolégicas decorrentes
da infec¢do por Map em jejuno, ileo e em linfonodos mesen-
téricos de bovinos assintomaticos.

A detecgdo de animais infectados com Map por méto-
dos imuno-histopatolégios pode ser uma importante fer-
ramenta para o diagndstico da paratuberculose subclinica.
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