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ESTUDOS SOBRE A PARATUBERCULOSE.

1IV. INFECCAO

EXPERIMENTAL DE OVINOS COM Mycobacterium
paratuberculosis DE ORIGEM BOVINA'

NORMA MORAES DA SILVA?®

Sinopse

Foi reproduzida a paratuberculose inoculando ovinos por via oral, com emulsio de ginglios lin-
faticos mesentéricos e mucosa intestinal lesados, provenientes de wm caso positivo de doenca de

Johne em bovino. O

eriodo de observagfio variou de 2 a 5 anos e neste periodo os animais foram

submetidos ao contrble bacterioscop’co das fezes e testes alérgicos com jomina, Os resultados fo-
ram, além disso, baseados no exame necroscépico e presencga de bacilos Alcocl-dcido resistentes nas

lesGes encontradas na mucosa intestinal e ginglios linfiticos mesentéricos.

A infecgiio por via pla-,

centiria foi evidenciada pela presenca do bacilo de Johne no bago do fete de um dos animais sa-

crificados.

INTRODUGAO

A reprodugfio experimental da paratuberculose tem -
sido obtida por diversos pesquisadores. Assim, Ran-

kin (1957) relata que coelhos com 2 semanas de
idade, inoculados intravenosamente, desenvelveram le-
sOes tipicas e sintomas da doenca. Francis (1943)
conseguin produzir uma infecgio progressiva em ca-
mundongos com 14 dias de idade, a qual se iniciou
no figado e bago e eventualmente envolveu tamlém
o trato jintestinal. Lominsky et al. (1956) infor-
mam que camundongos inoculados por via venosa
ou intraperitoneal eliminaram o bacilo nas fezes por
8 a 16 semanas e que as lesbes contendo os bacilos
estavam nos intestinos, ginglios linfaticos mesen-
téricos, figado e bago. Chandler . (1961} realizou
um estudo sébre a susceptibilidade comparada entre
camundongos Cs, CBA e o suigo branco, verificando
que 0 Ce é mais sensivel A infecgfo com o Myco-
bacterium johnei do que os outros, conclusio esta que
estendeu mais tarde em uma outra publicaciio (Chan-
dler 1962). Gilmour e Brotherston (1981) verifica-
ram em seu trabalho a sensibilidade do hamster A
administragio oral do Af. johnei, utilizando para tal
trés grupos de 12 hamsters que receheram, por via
oral, doses diferentes 1, 10 ¢ 100 milhdes de bacilos

de Johne e constataram que as trés doses foram infec-

tantes, sendo que as mais altas produziram um in-
dice mailor de infeccio, A infecgio em ovos em-

1 Recebido paru - publicagio em 6 de marco de 1967,

Boletim Técnico n.* 56 do Instituto de Pesquisas e Ex-
perimentagio Agropecudrias do Centro-Sul (IPEACS).

3 Veterinirio do Servigo de Pesquisns de Patologia Ani-
mal do IPEACS, Km 47, Campo Grande, GB, ZC-26.

brionados foi realizada por Stavitsky (1946} que
inoculou quatro amostras padrdes de Mycobacterium
paratuberculosis em ovos - de galinha embrionados, O
referido autor usou para a realizagiic déste traha-
lho ovos com 11 dias de incubacio e as inoculacBes
foram feitas por diversas vias. Das amostras ino-
culadas apenas wma, “Straim M, apresentou cresei-
mento. Em trabalho anterior (Silva 1961) consegui-
mos o isolamento do M. paratuberculosis em ovos de
galinha embrionados, com 4 dias de incubagiio nos
quais inoculamos emulsio de ginglios linfiticos me-
sentéricos de um bovino com paratuberculose, utili-
zando o saco da gema. Rankin (1958a) jnoculou be-
ZEeIT0s por via venosa e bovinos adultos também intra-
venosamente, verificando que de seis bezerros
culados, quatro adoeceram com sintomas clinicos de
paratuberculose, comprovada nas fezes e no exa-
me “post-mortem”. Os adultos inoculados nio adoe-

ino-

" ceram durante um periodo de observacio de 4 anos,
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mas os ginglios linfiticos mesentéricos examinados
“post-mortem”, continham o M. johnei. Ainda o mes-
mo autor (Rankin 1962), continuando seus trabalhos
sdbre a infecgdo de bovinos, deixou sete vacas adultas

‘num foco natural da doenga por 4 anos e constatou,

apés ésse periado, que apenas uma adoeceu e das ou-
tras seis, quatro tinham o M. johnei no sistema linfi-
tico. Conclui o referido autor que os bezerros sio
mais sensiveis que os adultos e ‘que o uso da “expo-
sicio” para se obter a infeccio parece ser um mé-
todo usivel na infecgfio experimental. McEwen e
Samuel (1958) inocularam por via venosa, ovinos
com 6 meses de idade, que apds um periodo de 1 até
2 anos de inoculados foram sacrificadoes, verificando
que no primeiro ano apesar de os animais estarem
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aparentemente sadios, foi isolado o M. johnei dos
ginglios linfiticos mesentéricos. Os ouftros animais
também apresentaram resultados positivos as culturas
dos ginglios linfiticos mesentéricos. Borodenok
(1958) inoculou ovinos’ adultos com 4% e 5k anos

de idade por via oral, encontrando modificacdes |

histolégicas posmvas 3 .meses -apds a moculag:a.o.
Gilmour e Brotherston {1962) inocularam ovinos por
via oral com uma dose de 10° bacilos de uma cultura
de M. johnei e verificaramn que apés 7 dias a infecgio
estava confinada 4 mucosa intestinal e/ou aos gin-
glios retrofaringeanos. Referem-se também, neste tra-
balho, & hipdtese de & mucosa intestinal ser o local -
mais provavel da infeccio pnména e de mu]t1p11ca-
¢io do M. johnei em _ovinos.

0 ob]ehvo do presente trabalho é demonstrar are-

producfio . experimental da_ paratubetculose em Ovi- .
nos inoculados por via oral, com emulsio de ginglios
lintiticos mesentéricos e mucosa intestinal lesada de
um bovino doente, ' '

MATERIAL E METODOS

Para 2 infeccio dos ovinos utilizamos emulsGes
de ginglios linfiticos mesentéricos e mucosa intes-
tinal lesada, provenientes de um bovine no qual
diagnosticAramos a paratuberculose, .

Preparo da emulsdo. A emulsio usada como ino-
culum foi preparada a partir de ginglios linfaticos me-
sentéricos e mucosa intestinal lesada de um bovino
com paratuberculose e obtida pela trituragfo em ligui-
dificador de uma parte de material para quatro par-
tes de sbro fisiolégico a 8,5 por mil.

Animais usados para a inoculagdo. Foram utilizados
cinco ovinos com um ano de idade, sendo trés ma-
chos e duas fémeas, recebendo cada ovino uma dose
vnica de 20 ml da emulsio por via oral. Os animais
foram ohservados por um periodo de até 5 anos apos
a inoculagio, .

Para o diagnéstico da paratuberculose nos ovinos
realizamos: 1) provas alérgicas, 2) exame bacterios-
copico das fezes, 3) exame necroscépico, 4) exame
microscépico dos ganglios linfiticos mesentéricos, da
mucosa _intestinal, do figado, bago e pulmio do
feto..-. . - : '

Provas alérgicas: antes de serem inoculados, os
animais foram subinetidos ao teste simultineo com

‘tuberculina (mamiferos) e jonina, por via intradér-
mica. Ap6s a’infecgfio, os animaijs. foram novamente
submetidos & prova da jonina,

Exame bacteriosedpico das fezes: para o exame bac-
terioscdpico das fezes foram feitos esfregacos em -
minas de vidro e posterior coloragio pelo método de
Zlehl Neelsen.
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Exame necroscdpico: foram realizadas necropsias
dos animais, pesquisando-se a presenga de lesbes ma-
croscopicas de paratuberculose,

Exames bacterioscépicos dos ginglios linfiticos me-
sentéricos, da mucosa intestinal, figado, bace e pul-
mio do. feto: para tal fim, foram feitas se¢Ges
dos érgios e esfregagos em liminas de vidro e co-
rados pelo método de Ziehl-Neelsen. '

"RESULTADOS

Ovino n.° 1. Este animal, como os demais usados
neste trabalho, apresentou reagio negativa ao teste
simultineo com tuberculina e jonina feito antes
de efetuarmOS as inoculagbes. A prova de jonina re-

_Petlda 2 meses apds as inoculagdes PIOduZ..lu resultado
. suspeito.- As fezes apresentavam-se na época pouco

consistentes, mas a pesquisa bacterioseépica do Myco-
bactertum paratuberculosis foi negativa. Bsse animal
éntrou em emagrecimento e § meses depois da ino-
culagiio apresentou uma crise diarréica, constatando-se
entio bacterioscdpicamente, nas fezes, a presenga do
bacilo de Johne, O animal continuou apresentando
crises intermitentes de diarréia e discreto emagreci-
mento, & assim como os demais inoculados, foi perié-
dicamente submetido 4 prova de jonina, apresen-
tando sempre resultado positive. Foi sacrificado 5
anos apbs a inoculagdo, j& bem emagrecido, e 4 ne-

_crépsia foram verificadas lesdes caracteristicas de pa-

ratuberculose no intestino, isto &, mucosa espessada
com aspecto cerebelbide (Fig. 1), lesfo esta que nio
se apresentou em forma continua, e hipertrofia dos
ginglios linfiticos mesentéricos. O bacilo de Johne
foi evidenciado em esfregagos por compressio da su-
perficie cortada dos ginglios linfiticos mesenter:cos
e raspados da mwucosa intestinal.

Ouino n.o 2. Apresentou reagio negativa & jonina
2 meses apds a inoculaglo, Cérea de 3 meses depois
da inoculagfio apresentou uma crise diarréica de inten-
sidade apreciivel, sendo constatada bacterioscopica-
mente, nas fezes, a presenga de M. paratuberculosis. A
partir de entdo éste animal passou a reagir positiva-
mente A jonina. Foi sacrificado j& em caquexia, de-
corridos 3 anos e 2 meses da inoculagfo, constatan-
do-se A necrdpsia colecio de ligquido na cavidade
abdominal e lesGes caracteristicas de paratuberculose
no intestino e hipertrofia dos ginglios linfiticos me-
sentéricos. Foi evidenciado o bacilo de Johne em es-
fregacos por- compressio da superficie cortada dos
ganglios linfiticos mesentéricos e em raspados da mu-
cosa intestinal.

Ovino n.° 3. Esse ovino morreu 2 anos apés a ino-
culagio, por causa intercorrente, niio se encontrando
i necrépsia - lesGes macrosedpicas de paratuberculose.
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" FIG. 1. Fragmentos de infestino do Ovino ne 1, com leses de paratuberculose (A e C).-. Fragmento
de intestino do mesmo animal, sem lesdo (B). :

"FIG, 2, Fragm.entos de intes*tt'nold«o- Ovine n.? 5, com lesdo de parambe;éﬁfose.‘ '
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Ovino n.? 4. Apresentou reagio positiva & jonina
e resultados positivos nos exames bacterioscépicos das
fezes. Morreu por causa intercorrente, ndo nos sendo
possivel realizar a necrépsia,

Ovino n.? 5. Tratava-se de uma fémea que foi aca-
salada com um dos animais inoculados {Animal n.? 1)
e que estava aproximadamente com 3 meses de gesta-
¢fo quando foi sacrificada, decorridos 5 anos da ino-
culagio. Apresentou & mecrdpsia lesdes tipicas de
paratuberculose mo intestino (Fig. 2} e hipertrofia

esfregacos de bago do feto do.Animal n? 5, achado

éste que concorda com o exposto por Doyle {1959)

e por Rankin (1661). Verificamos também que, como

jA relatou Rankin (1958b), a amostra de M. para-

tuberculosis de origem bovina pode infectar ovinos.
Os experimentos realizados mostram que:

1) a paratuberéulose foi obtida em quatro ovinos
por infeegio oral;

2) a amostra de M, pamtuberculosts de origem
bovina infectou ovinos;

FIC. 3. Ganglios linfdticos mensentéricos hipertrofisdos, do Otine n.v 5.

acentuada dos ginglios linfiticos mesentéricos (Fig.
3). O feto era macho e niio apresentava lesdes ma-
croscdpicas em nenhum érgdo. Exames bacterioscd-
picos da mucosa intestinal e ginglios linfiticos me-
sentéricos da ovelha resultaram positives. Do feto
obtivemios resultado positivo a0 exame bacterioscépico
do bage, sendo negatwos os exames do pulmio, fi-
gado e intestinos.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

Os animais usados neste trabalho foram prévia-
mente submetidos ao teste alérgico. simuliineo ecom
tuberculina obtida de amostras humana e bovina,
e com jonina, testando-se assim a sensibilidade dos
mesmos. Decorridos 2 meses da inoculagio dos ovi-
nos com a emulsfo de ganglios linfiticos mesenté-
ricos e mucosa intestinal contendo o bacilo de Johne,
realizamos névo teste alérgico com jonina. Quatro ani-
mais reagiram A inoculagio e o cutro apresentou re-
sultado negativo. Os testes 'alérgicos foram repeti-
dos periddicamente obtendo-se reagfio positiva até o
final do perfodo de observagio dos animais, com pe:
quenas variagGes. .

Ficou demonstrada a transmissiio intra-uterina da
paratuberculose pelo achado do bacilo de Johne em
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3) ocorreu a infecgio intra-uterina, comprovada
pelo achado do bacilo de Johne no bag,o do feto
de um dos animais moculados
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STUDIES ON PARATUBERCULOSIS. 1V, EXPERIMENTAL INFECTION OF SHEEP
WITH Mycobacterium paratuberculosis OF BOVINE ORIGIN

© Abstract

The author obtained positive results to inoculation, by oral route, in sheep,
and intestinal mucosa emulsion from a bovine with Johne’s disease. The o

with a mésenteric lymph node
servation period was of 2 to §

years. During this period the sheep were tested with johnin and bacterioscopical examination of faeces
were made. Evidence of infection was obtained from microscopic examination and determination of the
presence of alcohol-acid resistant bacillus in the intestinal mucus and mesenteric lymphatic glands. The
intra-uterine infection was demonstrated by the presence of Johne’s bacillus in the spleen of the foetus

from one of the positive sheep.
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