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RESUMO.- A paratuberculose (doença de Johne) é uma
das doenças de maior importância econômica para rumi-
nantes em vários países e pode representar uma ameaça
ao desenvolvimento da pecuária brasileira. É uma doença
infecto-contagiosa que provoca enterocolite granulomato-
sa crônica, incurável e de difícil controle, cujo agente é o
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Des-
creve-se a ocorrência de paratuberculose em um rebanho
de búfalos no Estado de Pernambuco, Brasil. Não foi en-
contrado registro, na literatura, da ocorrência de paratu-
berculose em búfalos no país. De 100 búfalos, cinco mos-
travam sinais clínicos característicos da doença. À necrop-
sia de dois animais as lesões estavam restritas ao intesti-
no delgado com evidente espessamento da mucosa, au-
mento de linfonodos mesentéricos e vasos linfáticos proe-
minentes e dilatados. À microscopia, observaram-se na
mucosa do intestino, infiltrado inflamatório granulomatoso
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com numerosos macrófagos epitelióides e células gigan-
tes de Langhans, além de bacilos álcool-ácido resistentes
(BAAR) visualizados através da coloração de Ziehl-Neelsen
(ZN). Nos linfonodos mesentéricos, havia espessamento
da cápsula e marcada inflamação granulomatosa. O exa-
me direto pela técnica de ZN para pesquisa do bacilo em
esfregaços de fezes, raspado de mucosa intestinal e imprint
de linfonodos mesentéricos resultou positivo. A PCR IS900
específico de linfonodo mesentérico e mucosa intestinal
revelou amplificação de um fragmento de aproximadamente
110pb, confirmada pela comparação com outras sequências
de M. avium subsp. paratuberculosis disponíveis no
GenBank.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Paratuberculose, búfalos, Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis, doença de Johne,
clínica, patologia.

INTRODUÇÃO
No Brasil, a paratuberculose (doença de Johne) tem sido
diagnosticada em vários Estados, porém, não se encon-
trou descrição sobre a ocorrência dessa doença em búfa-
los; todos os casos descritos se referem à enfermidade
em bovinos. O primeiro registro de paratuberculose em
bovino no país foi feito por Dupont (1915), no Rio de Ja-
neiro. Mais tarde a enfermidade foi descrita nos Estados
do Rio de Janeiro (Santos & Silva, 1956, Ferreira et al.
2001), Rio Grande do Sul (Ramos et al. 1986, Driemeier
et al. 1999, Gomes et al. 2002), Santa Catarina (Portugal
et al. 1979), Minas Gerais (Nakajima et al. 1991), São
Paulo (Brautingam et al. 1996, Fonseca et al. 2000), Mato
Grosso do Sul (Brautingam et al. 1996, Oliveira et al. 2008),
Paraíba (Dias et al. 2002), Goiás (Acypreste et al. 2005),
Pará (Silva 2005) e Pernambuco (Mota et al. 2007).

Trata-se de uma doença infecto-contagiosa que aco-
mete ruminantes domésticos e selvagens e é caracteri-
zada por uma enterite granulomatosa crônica causada por
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), um
bacilo álcool-ácido resistente.

A infecção se dá pela ingestão de colostro, leite ou
água contaminados com fezes que contêm o microrga-
nismo. A doença clínica se manifesta apenas na vida adul-
ta, geralmente após três anos de infecção subclínica. Os
animais clinicamente acometidos apresentam diarréia pro-
fusa, perda de peso, desidratação, caquexia e morte e as
lesões localizam-se principalmente no trato intestinal e
linfonodos mesentéricos. As perdas econômicas
verificadas em função da infecção subclínica se devem à
redução da conversão alimentar, diminuição da produtivi-
dade, redução dos níveis de proteína e gordura no leite,
perda de peso ao abate, alta incidência de mastite e dimi-
nuição da fertilidade (Clarke 1997).

O quadro clínico-patológico da paratuberculose em
búfalos relatado na Índia (Sivakumar et al. 2006) e na Itá-
lia (Lillini et al. 1999) não difere substancialmente daque-
le descrito para os bovinos.

O objetivo deste trabalho é registrar a ocorrência na-
tural da paratuberculose em búfalos no Estado de

Pernambuco, Brasil e caracterizar os achados clínico-
patológicos da enfermidade nessa espécie.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram colhidos dados epidemiológicos e clínicos junto ao pro-
prietário, em uma fazenda de bubalinos no Estado de
Pernambuco, onde ocorria a doença. Após o estudo clínico em
cinco animais que mostravam sinais característicos de
paratuberculose, foram feitos esfregaços de fezes, nos quais
se utilizou a técnica de Ziehl-Neelsen para a pesquisa dos
bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR). Realizou-se a
necropsia de dois animais e fragmentos de diversos órgãos,
linfonodos mesentéricos e intestinos delgado e grosso foram
coletados, fixados em formol a 10% tamponado e processados
no Laboratório de Histopatologia do Setor de Anatomia Patoló-
gica do Projeto Sanidade Animal Embrapa/UFRRJ. As amos-
tras foram rotineiramente processadas e incluídas em parafina,
cortadas à espessura de 5μ e coradas com hematoxilina-eosina
(HE) e Ziehl-Neelsen. Essa coloração também foi usada para a
pesquisa de BAAR em imprint de linfonodos mesentéricos e
em raspados de mucosa dos intestinos delgado e grosso.

Para confirmação da presença de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis foi utilizada PCR (reação de polimerase
em cadeia) espécie específica com os iniciadores DF e DR2
para amplificação de sequências específicas IS900-like de acor-
do com descrições de Taddei et al. (2008). O DNA total foi ex-
traído das amostras de linfonodo e mucosa intestinal pelo mé-
todo de CTAB, conforme descrições de Sambrook & Russell
(2001). Para a PCR, 2ml do DNA foram aplicados em 48ml do
mix contendo 15pmol dos iniciadores, 200mM dos desoxirribo-
nucleotídeos, tampão de Taq 1x e 5U de Taq (Cenbiot, UFRGS).
Essa mistura foi levada ao termociclador e submetida a um ci-
clo inicial de desnaturação a 96ºC por 5 minutos, seguidos de
30 ciclos constituídos de um minuto a 95ºC, um minuto a 62ºC
e um minuto a 72ºC. O resultado da PCR foi verificado em gel
de agarose a 1%, corado com brometo de etídio. A identidade
dos produtos foi confirmada por sequenciamento do DNA em
um equipamento MegaBace 5009. A reação de terminação de
cadeia foi implementada com o uso do kit DYEnamic ET10. As
sequências obtidas foram com as depositadas no GenBank
(Benson 2002), pelo programa BLASTn.

RESULTADOS
Epidemiologia e sinais clínicos. Na propriedade vi-

sitada havia 100 animais e cinco mostravam sintomas
evidentes da doença. Esses animais permaneciam em
currais coletivos e se alimentavam em cochos coletivos.
No rebanho, eram frequentes enfermidades concomitan-
tes, tais como mastite clínica e subclínica, diarréia em
bezerros e verminose. O proprietário relatou que os ani-
mais apresentavam diarréia crônica profusa, aquosa e
enegrecida, por vezes sob forma de jatos e refratária ao
tratamento antimicrobiano parenteral, à base de tetraci-
clina, sulfa e penicilina. Além da diarréia, foram observa-
dos emagrecimento progressivo e queda na produção de

9 Amershan Biosciences, Amershan Biosciences do Brasil Ltda, Rua
Domingos Marchetti 192, Bairro do Limão, São Paulo, SP 02712-150.

10 GE Health Care do Brasil Ltda, Rua Domingos Marchetti 192, Bair-
ro do Limão, São Paulo, SP 02712-150.
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leite, mesmo com alimentação adequada. O apetite per-
manecia normal.

Achados de necropsia. Os animais necropsiados se
apresentavam muito magros. As lesões de necropsia es-
tavam restritas ao intestino delgado com evidente espes-
samento e pregueamento da mucosa em todo o trajeto
observado (Fig.1-2) e conteúdo líquido amarronzado na
luz intestinal. Havia marcado aumento de toda a cadeia
de linfonodos mesentéricos (Fig.3) e vasos linfáticos pro-
eminentes e dilatados.

Histopatologia. Na mucosa do intestino delgado, ob-
servou-se infiltrado inflamatório granulomatoso, numero-
sos macrófagos epitelióides e células gigantes de Langhans
por toda extensão, com maior intensidade na porção medial
e na extremidade das vilosidades (Fig.4). Em algumas áre-
as, nas quais a infiltração inflamatória era menos extensa,
observaram-se ninhos de células mononucleares, especi-
almente linfócitos, que se alternavam com focos de macró-
fagos epitelióides e células gigantes, além da presença de
alguns eosinófilos. Neutrófilos eram visualizados em pe-

quenos focos ou dispersos no interstício. O lúmen de algu-
mas criptas intestinais estava preenchido por células epi-
teliais necróticas, plasmócitos e, em menor proporção, neu-
trófilos. Eventualmente, alguns vasos linfáticos estavam
dilatados. Na submucosa, havia espessamento devido à
moderada infiltração inflamatória linfoplasmocitária, com
presença de mastócitos, raros eosinófilos, moderada proli-
feração fibroblástica, perivasculite, linfangite granulomato-
sa e linfangiectasia. A inflamação se estendia até as ca-
madas muscular e serosa, onde se observavam focos de
infiltração linfoplasmocitária, por vezes com macrófagos
epitelióides entre os feixes musculares e perivasculite,
perilinfangite e linfangiectasia. Ainda foram observadas hi-
perplasia dos feixes nervosos do plexo mioentérico (de
Auerbach) e infiltração linfoplasmocitária. No intestino gros-

Fig.1. Parede do intestino delgado avermelhada e espessada,
na paratuberculose em búfalo.

Fig.2. Evidente espessamento e pregueamento da mucosa in-
testinal com presença de conteúdo líquido amarronzado,
na paratuberculose em búfalo.

Fig.3. Marcado aumento da cadeia de linfonodos mesentéri-
cos, na paratuberculose em búfalo.

Fig.4. Distensão do ápice da vilosidade do intestino delgado
por infiltrado inflamatório granulomatoso, rico em macrófa-
gos epitelióides e células gigantes de Langhans, na paratu-
berculose em búfalo. HE, obj.16x.
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so, as lesões eram de mesma natureza, porém menos ex-
tensas. Nos linfonodos mesentéricos, havia espessamen-
to da cápsula e marcada inflamação granulomatosa carac-
terizada por grandes focos de macrófagos epitelióides e
numerosas células gigantes de Langhans (Fig.5), desde a
região subcortical até os seios medulares; na região me-
dular se observaram proliferação fibroblástica e linfangiec-
tasia. No fígado, havia pequenos focos de inflamação lin-
foplasmocitária sob forma de nódulos distribuídos aleatori-
amente por todo o parênquima. No baço, havia prolifera-
ção de células reticulares no centro dos folículos linfóides
e moderada hemossiderose. Nos demais órgãos examina-
dos não havia alterações significativas.

A coloração por ZN revelou BAAR no interior de ma-
crófagos epitelióides e de células gigantes na mucosa do

intestino delgado (Fig.6) e nos linfonodos mesentéricos.
Não foram observados bacilos nos fragmentos de intesti-
no grosso, fígado e baço examinados.

Exame direto. O exame direto pela técnica de ZN em
esfregaços de fezes, raspado de mucosa intestinal e
imprint de linfonodos mesentéricos apresentou resulta-
dos positivos.

PCR. Verificou-se a amplificação de um fragmento de
aproximadamente 110pb (Fig.7), conforme descrições de
Taddei et al. (2008), tanto nas amostras de linfonodo quan-
to nas de mucosa intestinal. A identidade do fragmento foi
confirmada pela comparação com outras sequências de
M. avium subsp. paratuberculosis disponíveis no GenBank.

DISCUSSÃO
Neste estudo fica caracterizada e confirmada a ocorrência
natural da doença de Johne em um rebanho de búfalas
leiteiras no Estado de Pernambuco, Brasil através dos da-
dos clínico-epidemiológicos, achados anátomo-histopato-
lógicos e moleculares. A doença de Johne é um dos princi-
pais problemas sanitários de ruminantes domésticos e sel-
vagens em países desenvolvidos (Manning & Collins 2001,
Cventnic et al. 2002). Entre os grandes ruminantes, a do-
ença foi diagnosticada em bovinos, bisões, camelídeos e
cervídeos (Buergelt et al. 1978, Kramsky et al. 2002).

A enfermidade foi relatada em búfalos na Itália (Lillini
et al. 1999) e na Índia; neste último, a incidência registra-
da foi de 3,6% (Kulshrestha et al. 1980). Raut et al. (2003)
relataram prevalência de 8,6% no teste alérgico em búfa-
los aparentemente sadios em diferentes rebanhos, tam-
bém na Índia. Nesse país, a doença é responsável por
consideráveis perdas econômicas relativas a reduções na
produção de leite e carne.

No Brasil, apesar da bubalinocultura ter destaque eco-
nômico em determinadas regiões do país, a enfermidade

Fig.6. Mucosa do intestino delgado com BAAR no interior de
macrófagos epitelióides e de células gigantes, na paratu-
berculose em búfalo. Ziehl Neelsen, obj.40x.

Fig.5. Região cortical de linfonodo mesentérico com grandes
focos de macrófagos epitelióides e numerosas células gi-
gantes de Langhans, na paratuberculose em búfalo. HE,
obj.16x.

Fig.7. Gel de agarose com os produtos de amplificação por PCR,
do gene IS900-like (110pb) de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis. (M) Marcador de massa molecular de 50pb;
(1) amostra de mucosa intestinal; (2) amostra de linfonodo;
(3) controle negativo. Paratuberculose em búfalo.
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não havia sido descrita até o momento. Em contrapartida,
há queixas de doenças intestinais que cursam com diar-
réia crônica, perda de peso e queda nos níveis de produ-
ção de leite e carne em algumas propriedades de explo-
ração leiteira de alguns Estados da Região Nordeste do
país. Acredita-se que a enfermidade esteja presente tam-
bém em outras propriedades do Estado de Pernambuco,
pois as movimentações de compra e venda de animais
entre os produtores dessas regiões é um fator de risco
para a entrada de animais infectados ou doentes nos re-
banhos.

O manejo adotado nas propriedades que utilizam os
búfalos para exploração de leite também é importante na
disseminação do MAP nas propriedades. Na propriedade
visitada, os animais eram manejados em currais e cochos
coletivos. Os animais com sinais clínicos da doença apre-
sentavam diarréia profusa que propicia a contaminação
da água e dos alimentos oferecidos nos cochos. Diarréia
crônica, queda nos níveis de produção de leite e debilida-
de, descritos com frequência na paratuberculose em bo-
vinos também foram observados nesses búfalos.

As alterações macroscópicas observadas nesse estu-
do foram similares às descritas na paratuberculose bovi-
na. Os achados histológicos característicos, evidencia-
dos pelas colorações HE e ZN permitiram assegurar o
diagnóstico. O exame histopatológico do tecido intestinal,
quando inclui a válvula íleo-cecal, é considerado como
uma técnica de elevado valor diagnóstico (Clarke 1997).
O exame direto por meio da coloração de ZN é uma prova
rápida, sensível e econômica para o diagnóstico em
esfregaços fecais e em tecidos. A técnica oferece bons
resultados dependendo da presença de agregados de
BAAR, que podem ser excretadas de forma intermitente.
Em casos mais avançados, as micobactérias adotam uma
associação característica de grumos, devido à manuten-
ção da estrutura que tinham no interior dos macrófagos
(Juste & Aduriz 1990). Quando a carga bacteriana é bai-
xa, os bacilos podem não ser detectados no exame mi-
croscópico, o que poderia explicar os resultados negati-
vos à coloração de Ziehl-Neelsen e positivos em outras
técnicas. Nesse estudo, ZN foi satisfatória para a identifi-
cação do BAAR em esfregaços de fezes, em imprint de
linfonodos mesentéricos e em raspado de mucosa intes-
tinal dos búfalos. Vale ressaltar que os animais aqui estu-
dados se encontravam na fase crônica da doença, na qual
a eliminação das bactérias nas fezes é abundante, à se-
melhança do que ocorre com bovinos e ovinos.

Um dos aspectos de maior interesse do uso de técni-
cas da PCR, para detecção de Map, reside na baixa sen-
sibilidade dos métodos culturais, uma vez que pode ha-
ver um número reduzido de bactérias nas amostras
(Buckley & Cashman 2009). Contudo, essa metodologia
pode estar associada a algumas falhas como baixa espe-
cificidade e inibição da amplificação de DNA pela compe-
tição com bactérias contaminantes (Whittington 2009).
Casos negativos devem ter seu DNA purificado e subme-
tido a um novo teste para confirmação. No presente estu-

do, a amplificação da sequência IS900-like foi possível,
tanto nas amostras de mucosa intestinal quanto nas de
linfonodo. O uso da PCR direta para detecção de Map
nos rebanhos é muito útil, por ser uma técnica de grande
sensibilidade, rapidez e baixo custo, quando comparada
com métodos convencionais. Além disso, essa metodo-
logia não requer processos confirmatórios e é confiável
desde que controles negativos sejam utilizados (Clark et
al. 2008). Sivakumar et al. (2005) também examinaram
20 búfalos com lesões histológicas sugestivas de paratu-
berculose na Índia e obtiveram 14 (70%) e 6 (30%) amos-
tras positivas por PCR e cultura bacteriana, respectiva-
mente. Tais resultados indicaram que a PCR foi mais sen-
sível que a cultura na detecção da paratuberculose sub-
clínica em búfalos.

No Brasil, a paratuberculose bovina foi descrita em
alguns Estados e o aparecimento de novos casos sugere
que o agente está se disseminando, principalmente nas
raças leiteiras. Como não existem tratamento e vacina
eficazes para controlar a doença, esta pode se tornar um
sério problema sanitário para a pecuária no país.
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