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RESUMO

SCHWARZ, David Germano Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, abril de 2012. Distribuigao de Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis em oérgaos de camundongos C57BL/6
experimentalmente infectados. Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo
Moreira. Coorientadores: Abelardo Silva Junior e Laércio dos Anjos Benjamin.

Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP) é o agente
etiolégico da paratuberculose, uma enfermidade que causa enterite
granulomatosa crénica preferencialmente em ruminantes domésticos e
silvestres. E considerada uma doenca de impacto na economia, devido as
perdas no rebanho e na saude humana, uma vez que se tém indicios da
possivel relacdo de MAP com a doenga de Crohn. Embora pesquisas
tenham contribuido para avangos no diagnéstico de MAP, ha caréncias de
estudos relacionados a compreensdo de sua patofisiologia. Desse modo,
este estudo propds avaliar a distribuicdo de MAP por meios das técnicas de
nested-PCR e histologia em 6rgdos de camundongos C57BL/6 infectados
por via intraperitoneal com a cepa MAP66115-98. Em 20 camundongos
foram aplicados 250ul de inéculo contendo 3 x 10® UFC/mL e, em oito
controles foram aplicados tampé&o fosfato-salina (PBS). Os animais foram
eutanasiados aos 30, 60, 90 e 120 dias pods-inoculacdo. Em cada periodo,
foram coletados baco, figado, coélon, ileo e placas de Peyer de cinco
camundongos desafiados e dois controles. O material foi dividido para
avaliagdo molecular e histopatoldégica. Embora ndo tenham sido verificadas
alteracdes histoldégicas nas laminas coradas pela Hematoxilina Eosina,
houve marcagéao positiva para duas placas de Peyer, referentes a 90 e 120
dias pos-inoculagdo, quando coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen. Dentre
0s Orgaos coletados, 64,9% foram positivos pela técnica molecular. Os
orgados que apresentaram maiores valores proporcionais de positividade
independentemente do periodo de avaliagdo foram o bago (0,85), o cdélon
(0,75) e o figado (0,60). Ao levar em consideragao o tempo pdés-inoculagao,
o0 baco apresentou maior propor¢cao de positividade apés 60 dias (1,00),
permanecendo estavel até os 120 dias, enquanto o colon apresentou maior
propor¢ao aos 30 dias (1,00) e reduziu drasticamente aos 90 dias (0,40) da
inoculagao. O figado variou entre 0,40 e 0,80 durante os quatro periodos de

Xiii



avaliacdo e o ileo apresentou proporgao de positividade igual a 0,80 apenas
aos 120 dias de inoculagéo. Por outro lado, as placas de Peyer n&o variaram
significativamente a partir dos 60 dias (0,40) permanecendo com a menor
proporgao dentre os orgaos analisados. A avaliacdo da probabilidade de
infeccdo de um 6rgao em relagdo a outro foi obtida pelo Risco Relativo, onde
0s maiores valores foram verificados na relagcéo entre bago/placas de Peyer
(2,00); célon/placas de Peyer (1,74); bacgol/ileo (1,54) e bago/figado (1,40).
Os maiores valores de Razao de Chances foram verificados na relagao entre
baco/placas de Peyer (7,56); bagol/ileo (4,64); baco/figado (3,78) e colon/ileo
(2,45). Contudo, dentre todas as associacbes estabelecidas, apenas as
relacbes: bacol/ileo e baco/placas de Peyer foram estatisticamente
significativas a nivel de 95%, demonstrando que o bago foi o érgao com
maior risco e chances de positividade em relagéo ao ileo e placas de Peyer.
Assim, estes resultados podem contribuir para a melhor compreensao da
distribuicdo de MAP em modelos experimentais durante o curso de uma
infeccao sistémica, sendo o primeiro trabalho a correlacionar a capacidade
infectiva da cepa MAP66115-98 nos camundongos C57BL/6 com a sua
distribuicdo em diferentes o6rgdos pos-inoculagdo wusando a via

intraperitoneal.
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ABSTRACT

SCHWARZ, David Germano Gongalves, M.Sc., Universidade Federal de
Vigosa, April, 2012. Distribution of Mycobacterium avium subspecies
paratuberculosis in organs of C57BL/6 mice experimentally infected.
Adviser: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-advisers: Abelardo Silva
Junior and Laércio dos Anjos Benjamin.

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP) is the etiological
agent of paratuberculosis, a disease which causes chronic granulomatous
enteritis preferably in domestic and wild ruminants. It is characterized by
intermittent diarrhea, progressive weight loss and reduced milk production.
The major route of transmission is the ingestion of food and water
contaminated by feces of infected animals. It is considered a disease of high
economic importance, because of losses in livestock and importance in
human health, since there is evidence of possible correlation of MAP with
Crohn's disease. Although previous researches have contributed to
advances in the diagnosis of subclinical MAP in animals, there is a lack of
studies concerning the correct understanding of its pathophysiology. Thus,
the aim of this study was to investigate the distribution of MAP by means of
the histology and nested-PCR techniques in organs of C57BL/6 mice infected
with MAP66115-98 strain at a dose of 3 x 10® CFU /mL intraperitoneally (IP).
It was applied 250ul of inoculum in 20 mice, and it was applied saline
phosphate buffer (PBS) in eight control species. The animals were
euthanized at 30, 60, 90 and 120 days post-inoculation, and fragments of
spleen, liver, colon, ileum and Peyer's patches of five mice and two control,
for each period of time, were performed molecular and histopathological
evaluations. Although it was not found histologic lesions in sections stained
by Hematoxylin Eosin, there was a positive staining for two Peyer’s patches
referring to 90 and 120 days after inoculation, stained by Ziehl-Neelsen.
Among the collected organs, 64.9% were positive by molecular technique.
The spleen (0.85), colon (0.75) and liver (0.60) had the highest proportion of
positive regardless of the evaluation period. Taking into consideration the
time after inoculation, the spleen had a higher proportion of positive results
after 60 days of infection (1.00), remaining stable until 120 days. The colon

had a higher proportion at 30 days (1.00) and drastically reduced to 90 days

XV



(0.40). The liver ranged between 0.40 and 0.80 during the four periods of
evaluation and the lleum showed positivity ratio equal to 0.80 only at 120
days of infection. Moreover, Peyer's patches did not vary significantly (0.40)
from day 60, remaining with the lowest ratio among the organs studied. The
assessment of the probability of infection of an organ relative to another was
obtained by the Relative Risk, where the highest values were observed in the
ratio of spleen/Peyer's patches (2.00), colon/Peyer's patches (1.74),
spleen/ileum (1.54) and spleen/liver (1.40). The highest odds ratio values
were observed in the spleen/Peyer’s patches (7.56), spleen/ileum (4.64),
spleen/liver (3.78), and colon/ileum (2.45). However, among all the
established associations, only the relations spleen / ileum and
spleen / Peyer's patches were statistically significant at the level of 95%,
showing thatthe spleen was the organ with higher risk and chances
of positivity in relation to the ileum and Peyer's patches. Thus, these
results can contribute to better understanding of the distribution of MAP in
experimental models during the course of systemic infection, being this the
first study to correlate the infective capacity of the strain MAP66115-
98 in C57BL/6 mice with a distribution in different organs after inoculation by

intraperitoneal route.
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1. INTRODUCAO

A paratuberculose, ou doenga de Johne, € uma doenga causada pelo
Mpycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP) que acomete
tanto ruminantes domésticos como selvagens. Caracteriza-se por uma
enterite granulomatosa crénica com quadro clinico progressivo de diarreia,
caquexia e morte. E considerada uma doenca de importancia na saude
publica, devido relatos da possivel correlacdo de MAP com a doenca de
Crohn, e na economia, em decorréncia das perdas produtivas no rebanho.

A principal forma de transmiss&do do agente € a ingestdo de alimentos ou
agua contaminados por fezes de animais acometidos. Embora nao seja
muito clara a patofisiologia da paratuberculose, o micro-organismo penetra
no trato gatrointestinal, invade as células M da placa de Peyer e permanece
no interior de macréfagos inibindo a maturagdo dos fagossomos e a
apoptose celular. Nessas condicoes, MAP se multiplica, resultando na
formagdao de células gigantes e de granuloma tecidual, migrando para
linfonodos satélites e mesentéricos, ducto toracico e circulagdo sistémica,
atingindo outros 6rgaos além daqueles de predilegéo.

Para compreender melhor a dindmica de infecgéo, diversos estudos tém
utilizado modelos experimentais para acompanhar o desenvolvimento da
doenca. Dentre os modelos utilizados, os murinos apresentam vantagens
como baixo custo, facilidade de manejo e menor tempo experimental. As
linhagens C57BL/6 e Balb/C sdo muito utilizadas nessas pesquisas por
apresentarem a expressao de um alelo de suscetibilidade a infeccdo. Além
de aspectos relacionados ao animal, a concentragéo do in6culo, a cepa e a
via de inoculagao sao importantes.

Na infec¢do natural, os principais 6rgaos acometidos por MAP sao o ileo
e os linfonodos mesentéricos. Outros 6rgaos, como o bago e figado,
apresentam relativa importancia quando se tem a evolucéo da infeccéo e o
comprometimento sistémico. A utilizacao de altas doses de indculo por via
oral se assemelha a inoculagdao experimental por via intraperitoneal, e pode
levar a condicdo de positividade de diferentes 6rgaos. No entanto, esses

orgaos sao raramente investigados frente a sua importancia condicional.
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Considerando a escassez de estudos e a importancia econdmica e
experimental de MAP, este trabalho propbs avaliar a distribuicdo desta
bactéria pela técnica de nested-PCR e analises histopatolégicas, em 6rgaos
de camundongos C57BL/6 coletados em diferentes periodos pds-inoculagao,
de forma a contribuir para o melhor entendimento da relagdo patégeno
versus hospedeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Importancia e epidemiologia

A paratuberculose ou doenca de Johne é uma enfermidade cronica
contagiosa do trato gastrointestinal que afeta predominantemente
ruminantes domésticos e silvestres, cujo agente etiolégico é o
Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP) (CHIODINI et al.,
1984; CLARKE, 1997; AYELE et al., 2001; MOTA et al., 2010). A doenga €&
caracterizada por diarréia intermitente, reducdo da produgcdo de leite,
desidratacdo e emagrecimento progressivo (DRIEMEIER et al., 1999). Além
de ser uma bactéria Gram-positiva, MAP tem a capacidade de resistir ao
descorante alcool-acido, devido a composicgao lipidica de sua parede celular,
sendo chamados de Bacilos Alcool-Acido-Resistentes (BAAR) (TIMMS et al.,
2011).

A primeira descricdo da doenga ocorreu na Alemanha por Johne e
Frothingham (1895), quando isolaram BAAR do intestino de um bovino com
enterite granulomatosa cronica. Apos subsequentes alteragdes taxonémicas,
estudos genbmicos e fenotipicos demonstraram similaridades com o
complexo Mycobacterium avium, onde Thorel et al., em 1990, propuseram
alteracdo da nomenclatura do agente para Mycobacterium avium subesp.
paratuberculosis, nome aceito e usado até os dias atuais.

No Brasil, o primeiro relato da doencga foi registrado em 1915 por
Octavio Dupont em bovinos da raga Flamenga importados da Bélgica para o
Rio de Janeiro. Desde entdo, pensou-se que a doenca era exoética e os
casos apenas restritos aos animais importados. Contudo, Darcorso Filho et
al. (1960) identificaram a doenga em bovinos nascidos e criados no Brasil.
Registros subsequentes da doencga foram verificados em diferentes estados
brasileiros (PORTUGAL et al., 1979; RAMOS et al., 1986; DRIEMEIER et al.,
1999; CARVALHO et al., 2009; COSTA et al., 2010), demonstrando que a
doenca ocorre em rebanhos nacionais. Atualmente, a paratuberculose é

difundida em grande parte do mundo, onde em alguns paises parecem



aumentar a sua prevaléncia com o passar dos anos (AYELE et al., 2001;
KUMAR et al., 2007, FAVILA-HUMARA et al., 2010; KUPPER et al. 2012).

Embora os animais infectados eliminem o micro-organismo
preferencialmente pelas fezes (SWEENEY et al., 2006; KRALIK et al., 2012)
e pelo leite (SINGH e VIHAN et al., 2004; OKURA et al.,, 2012), a
transmissdo pode ocorrer também por aerossois (EISENBERG et al., 2011),
demonstrando vias alternativas de transmissao aquelas mais frequentes.
Contudo, Doré et al. (2012) reforgam ainda que o contato de animais jovens
com fezes de animais adultos infectados é o principal fator de risco na
transmissao de MAP.

A importancia da transmissédo e infeccdo de MAP em rebanhos de
ruminantes esta fundamentada, principalmente, pelo carater subclinico da
doenca, onde estes animais podem permanecer nessa condi¢do por longos
periodos disseminando o agente e diminuindo substancialmente a produgéo
de leite (JOHNSON et al., 2001; LOSINGER, 2005), além de antecipar o
descarte do animal. Desse modo, as perdas econdbmicas podem variar
consideravelmente de acordo com o pais. No Brasil ainda nao se tém dados
quantificando as reais perdas produtivas provocadas pela paratuberculose.
Nos Estados Unidos da América, Ott et al. (1999) verificaram perdas entre
200 a 250 milhées de ddlares por ano nos rebanhos de bovinos leiteiros. Na
Australia, Bush et al. (2006) identificaram em rebanhos de pequenos
ruminantes, perdas meédias acima de 13 mil délares fazenda/ano.

Além da importancia econémica, nas ultimas décadas referiu-se ainda
a possibilidade de associagao de MAP com a doenca de Crohn (DC). ADC é
uma inflamagao crénica do intestino humano que acomete frequentemente o
ileo e o colon (CROHN et al., 1932), mas pode comprometer qualquer
segmento do tubo digestorio. Acredita-se que MAP possa ser o principal
agente infeccioso relacionado com a DC, devido as similaridades clinicas e
histopatoldgicas encontradas em pacientes com a DC e animais com
paratuberculose (ILSI, 2004; ORMAECHEA et al., 2009), além da presenca
de MAP em pacientes humanos acometidos pela DC (BULL et al., 2003;
WAGNER et al., 2011). A associagao entre MAP e DC ainda nao é clara,
mas as comprovacdes da presenca de MAP em leite para consumo humano

refletem um potencial a ser avaliado, principalmente quando da ingestdo do
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leite cru (FAVILA-HUMARA et al., 2010; OKURA et al., 2012). Associado a
isso, a acao patogénica de MAP ainda é inconclusiva. Pouco ainda se sabe
sobre a real relagdo que é estabelecida entre o hospedeiro e o micro-
organismo (ORMAECHEA et al., 2009). Para que se consiga aprofundar as
investigacdes da relacdo de MAP na DC, e também da paratuberculose, é
necessario buscar maiores informagdes de seu comportamento em modelos
experimentais, bem como aprimorar as técnicas de diagnosticos

estabelecidas.

2.2 - Patofisiologia

A patofisiologia da paratuberculose ainda ndo é muito clara, mas
sabe-se que o desenvolvimento da doengca em animais naturalmente
infectados pode ser dividido em trés fases distintas. Segundo Cocito et al.
(1994), na fase | tém-se a infeccdo (forma subclinica) mas ndo ocorre a
excregao consideravel de bactérias pelas fezes. A fase |l caracteriza-se pela
infeccdo e excregao subclinica de MAP, bem como o numero crescente de
micro-organismos no intestino. Na fase Il da infec¢ao, tem-se a presenca de
diarreia cronica, o agente localizado intracelularmente e desenvolvimento de
sinais clinicos que potencializam a diminuicdo da captagdo de nutrientes
pelo intestino. Neste, os micro-organismos penetram através da mucosa,
principalmente pelas células M, e persistem nos macréfagos subepiteliais.
Nesse sentido, observa-se que os macréfagos tém grande importancia para
o transporte das bactérias do epitélio superficial ao interior das placas de
Peyer (MOMOTANI et al.,, 1988). No interior dos macréfagos ocorre a
multiplicagdo dos micro-organismos e formacdo de células gigantes,
resultando na formacao de granulomas. Apds, 0 micro-organismo migra para
linfonodos satélites e mesentéricos, ducto toracico e circulagdo sistémica
(HINES et al., 1995), comprometendo diferentes 6rgdos e intensificando o
processo inflamatério intestinal. O fato de se observar maior quantidade de
lesdes no ileo pode ser explicado pela quantidade de tecido linfoide presente
na regiao, onde, segundo Momotani (1988), cerca de 2/3 desse tecido esta

presente no ileo e os outros 1/3 na por¢ao cranial do intestino delgado. Uma



caracteristica interessante nos roedores € a distribuicdo aleatoéria das placas
de Peyer que ocorre entre o jejuno e ileo (Figura 1) (TIZARD et al., 2002).
Embora esse comportamento preferencial seja bem conhecido, Bermudez et
al. (2010) comprovaram que em regides onde se tem pequena quantidade
de placas de Peyer, MAP ¢é capaz de penetrar através dos enterdcitos e
promover a infecgdo. Segundo os mesmos autores, comumente a infecgéo
das células dendriticas por MAP ¢ ineficiente, contudo, uma vez que o micro-
organismo atravessa a barreira epitelial, as células dendriticas passam a ser
facilmente fagociticas. Nelas, MAP pode permanecer por até 10 dias sem se
replicar, sendo, portanto, um fator importante para a disseminagao
sequencial aos linfonodos mesentéricos (BERMUDEZ et al.,, 2010). A
associagdao de MAP com as células dendriticas pode ser um dos fatores
responsaveis pela rapida disseminacdo do agente aos linfonodos
mesentéricos e ileo. Esse comportamento foi observado por Wu et al.
(2007), que demonstraram rapida infecgdo dos linfonodos mesentéricos
apés uma e duas horas quando a deposicdo de MAP foi realizada

diretamente no intestino via processo cirurgico.

Peyer's patches

Figura 1 — Placas de Peyer de camundongos.
Fonte: http://www.ppdictionary.com/bacteria/gnbac/enterocolitica.htm



A habilidade de MAP penetrar no hospedeiro deve-se principalmente
a capacidade de ligagao da fibronectina (FN) a matriz extracelular em areas
de dano epitelial (SECOTT et al., 2002). Sabe-se que a ligagcado e
internalizagdo de outras micobactérias ocorrem pela dependéncia da
interacdo entre a FN e proteinas ligantes de fibronectinas (FAPs). MAP
também expressa uma FAP, convencionalmente denominada FAP-P, que
intermedeia as ligagdes FN soluveis (SECOTT et al., 2001). SECOTT et al.
(2004) demonstraram por experimentos “in vivo” que a FAP-P é uma adesina
de opsonizagdo e possivelmente uma invasina. Ainda, Lee et al. (2009),
relatam que a FAP presente em MAP é uma proteina com alta capacidade
estimulatéria que induz a resposta Th1 pela estimulagdo da maturacédo de
células dendriticas e producao de interleucina-12. Portanto, a predilegao de
MAP pelas células M é relacionada, primeiramente, a ligacdo por um
mecanismo FN-dependente que envolve a ligagdo da FN e FAP-P expresso
por MAP e por integrinas presentes na superficie luminal das células M
(SECOTT, et al., 2004). Dentre inumeras integrinas, a 1 tem sido
identificada como o receptor da célula hospedeira para FN-opsonizadas de
micobactérias “in vitro” (BYRD et al., 1993). Ainda, as células M s&o as
unicas dentre outras células do epitélio intestinal que apresentam em alta
densidade, a integrina 1 na face luminal (CLARK et al.,, 1998). Desse
modo, compreende-se a maior predilecdo de MAP em interagir com as
células M da placa de Peyer do hospedeiro.

Quando bovinos séao infectados por MAP, com frequéncia observam-
se lesbes que sao predominantemente encontradas no tergo final do ileo.
Nos ovinos essas lesdes frequentemente podem se estender para o célon e
jejuno (CLARKE, 1997). Observa-se que o grau de lesao intestinal ndo se
correlaciona com as manifestacbes clinicas. No entanto, estas
manifestagbes estdo substancialmente relacionadas com a carga de micro-
organismos presentes nos macrofagos em determinadas areas do intestino
(CLARKE, 1997). Existe a necessidade de determinar a presenca do agente
nos rebanhos, pois a identificagdo dos animais com sinais clinicos brandos
e, principalmente, os subclinicos, é fundamental para o controle e prevencgao

de novos casos.



2.3 - Diagnéstico

Na paratuberculose, o diagnostico sorolégico esta diretamente
relacionado ao estadio da infec¢do. Segundo Sweeney et al. (1995), nos
estadios iniciais, quando se tem baixa eliminacdo de MAP pelas fezes, a
resposta humoral esta abaixo do limite de detecgdo. No momento em que
ocorre a progressao da doenga, com a apresentacgdo clinica, a resposta
humoral aumenta, bem como a liberacdo de MAP pelas fezes, sendo
possivel a detecgao por testes sorolégicos como ELISA. Por esse motivo, o
uso de testes soroldgicos se torna ineficiente para detectar anticorpos nos
estadios iniciais da infecgdo (HARRIS e BARLETTA, 2001). Mesmo bovinos
positivos para MAP na cultura, pode ocorrer cerca de 63 a 83% desses
animais nao reagirem pela técnica de ELISA (EAMENS et al., 2000).
Contudo, estudos em rebanhos bovinos infectados tém demonstrado que
animais com sinais clinicos ou positivos para MAP, tanto por cultura como
por PCR, também foram positivos para ELISA (COSTANZO et al., 2012).

O diagnodstico chamado “padrdao ouro” é o cultivo coprologico do
micro-organismo em meio de cultura com adicdo de micobactina J
(COLLINS et al., 1993). As caracteristicas fenotipicas das colénias sdo, em
parte, dependentes do tipo de meio de cultura utilizado. No Herrold gema de
ovo, meio comumente utilizado no diagndstico, as coldnias sdo pequenas,
asperas, esbranquicadas ou amareladas (COLLINS, 2003). Uma
caracteristica interessante de MAP € que, apesar do seu crescimento in vivo
ser relativamente rapido, in vitro o surgimento das colbnias € lento,
necessitando aproximadamente 8 a 16 semanas de incubagdo a 37°C
(RADOSTITS et al., 2002). MAP é dependente de micobactina J, que auxilia
na captacdo de ferro pelo micro-organismo in vitro; porém, essa
dependéncia nao possibilita uma alternativa patognomébnica para o
diagndstico, pois pode ser compartilhada em diferentes graus por outras
micobactérias, como Mycobacterium avium subesp. silvaticum e algumas
cepas de Mycobacterium avium subesp. avium (CLARKE, 1997),
necessitando de alternativas moleculares para seu diagndstico.
Genotipicamente, MAP se distingue por apresentar 15 ou 20 cépias da
sequéncia do elemento de insergdo (IS), denominado 1S900. O uso de
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técnicas moleculares como a PCR se torna ferramenta importante para o
diagndstico. Contudo, foi verificado que o IS900 foi semelhantemente isolado
de outras micobactérias, tal como Mycobacterium cookii. As colénias dessa
bactéria cresceram apos trés semanas de incubagao em temperatura de
crescimento de 30°C, diferindo de MAP que tem temperatura 6tima de 37°C,
além das diferengas morfoldgicas das colénias (ENGLUND et al., 2002).

Com o sequenciamento do genoma de MAP cepa K-10 foi possivel
identificar 4.829,781pb, com 69,3% de guanina e citosina (G=C) (LI et al.,
2005), possibilitando o surgimento e aprimoramento de diferentes técnicas e
genes-alvo. Tem-se utilizado com éxito, diferentes locis, como o locus do
gene F57, locus 255 (MOBIUS et al., 2008) e ISMav2 (STROMMENGER et
al., 2001). Assim, a associacéo de F57, locus 255 e ISMav2 com o 1S900
seria uma alternativa para maior especificidade dos resultados. Desse modo,
trabalhos que apresentem amostras positivas para 1IS900 sao confirmados
pelo sequenciamento do amplicon e/ou pelo isolamento de MAP e/ou pela
amplificagdo de outras sequéncias génicas (ENGLUND et al.,, 2002,
CARVALHO et al., 2009). Contudo, recentes avaliagbes do polimorfismo da
sequéncia 1S900 revelaram que devido ao reduzido numero de mutacdes,
essa regiao é altamente conservada e adequada para o uso em diagnosticos
moleculares (CARVALHO et al., 2012). Para aumentar a sensibilidade, tem-
se utilizado a técnica de nested-PCR com oligonucleotideos oriundos da
IS900 para detectar MAP em amostras de leite (NEBBIA et al., 2006; GAO et
al., 2009) e de biopsias intestinais em humanos (BULL et al.,, 2003;
AUTSCHBACH et al., 2005).

2.4 - Modelos experimentais

Os modelos para experimentagdo animal podem ser variados. Os
bovinos sao preferencialmente utilizados nos estudos de eficiéncia de
vacinagao, intervengdes medicamentosas, patofisiologia em longo prazo,
resposta imune e avaliagdo de diagndstico. Aparentemente, ndo existem
comprovacgoes significativas que confirmem a predisposicdo a infeccao por
MAP entre as ragas, mas tem-se sugerido que a raga Jersey apresente

maior predisposi¢do a infeccdo natural (HINES et al., 2007). Quando da
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infecgao experimental, a principal via de inoculagcdo nessa espécie € a oral e,
em um estudo realizado por Sweeney et al. (2006) demonstrou-se que a
dose minima de 1,5 x 10° UFC/dose em dois dias consecutivos possibilitou a
deteccéo da infecgdo, mas em nivel baixo. No geral, doses de 5 x 108 UFC
inoculadas em dois dias consecutivos resulta em infecgdes mais
consistentes.

Semelhantemente aos bovinos, caprinos e ovinos também tém sido
utilizados em infecgbes experimentais em estudos preferencialmente
relacionados a eficiéncia de vacinagdo, patofisiologia e técnicas de
diagnostico. No Brasil, a reprodugdo experimental da paratuberculose em
ovinos foi realizada por Silva (1968), e em caprinos por Poester e Ramos
(1994), por meio de inoculagdo via oral de emulsdes de linfonodos
mesentéricos e/ou mucosa intestinal de bovinos acometidos pela
paratuberculose. As doses para desafio nessas espécies variam entre 3 x
10" UFC até 2,6 x 10" UFC, sendo a via oral a principal via de administracdo
(HINES et al., 2007).

Embora os caprinos e bovinos sejam os principais hospedeiros
naturais de MAP, e os melhores modelos para experimentagao, o custo para
manutencao clinica durante o longo periodo de infecgéo torna o uso desses
animais frequentemente inviavel. Em média, os animais infectados precisam
ser mantidos em compartimentos especializados de dois a trés anos antes
do aparecimento das lesbes (HARRIS e BARLETTA, 2001). Por esse
motivo, estudos com outros animais tém sido explorados. Vaughan et al.
(2005) infectaram coelhos com 3 doses de 5 x 102 UFC em 5mL, por via
oral, resultando na infecgao intestinal de 25% dos animais, embora nao
tenha ocorrido o comprometimento de outros 6rgdos. Os murinos também
tém sido amplamente utilizados no estudo da interagdo de MAP com o
hospedeiro, pois apresentam suscetibilidade para infeccdo e promovem
respostas adequadas para o desenvolvimento de reagentes imunoldgicos
(HINES et al., 2007). Em modelos para doencas inflamatodrias intestinais em
humanos, os murinos também sao ferramentas importantes para o estudo de
aspectos distintos da doenca, que sao de dificeis execu¢gdes em humanos,
como os mecanismos de patofisiologia e efeitos de estratégicas terapéuticas
(WIRTZ et al., 2007).
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Devido ao baixo custo, facilidade de manejo e menor tempo
experimental, diferentes linhagens de camundongos tém sido utilizadas em
estudos relacionados a infeccdo por MAP, tais como Beige, Balb/C, C57BL/6
e C3H/Hed (MUTWIRI et al., 1992; CHIODINI e BUERGELT, 1993; VEAZEY
et al., 1995a; ROUPIE et al.,, 2008; CHEN et al., 2008). Dependendo da
linhagem, os camundongos podem diferir na resisténcia ao MAP. Essa
resisténcia esta relacionada a duas formas alélicas do gene Bcg ou também
chamado gene NRAMP1 (gene da proteina 1 do macrofago associado a
resisténcia natural), que podem interferir no grau de infecgdo. Esse gene
atualmente denominado Sic711A1 apresenta duas formas alélicas Slc11A1° e
Slc11A1" que podem levar a suscetibilidade ou resisténcia da infecgao,
respectivamente (HARRIS e BARLETTA, 2001; ROUPIE et al., 2008). A
suscetibilidade a infecgdo esta relacionada a uma mutagcdo pontual na
sequéncia 169 do aminoacido, o qual determina uma substituicdo da glicina
por acido aspartico (HARRIS e BARLETTA, 2001). Tanto o C57BL/6 quanto
o Balb/C apresentam o alelo Slc11A1° e s&o suscetiveis a infecgdo por MAP.

Estudos utilizando linhagens C57BL/6 e Balb/C demonstraram
capacidade de abrigar 10* a 10’ UFC de MAP por grama em tecidos de
figado e baco por seis meses (CHIODINI e BUERGELT, 1993). A linhagem
Beige é resultado de uma mutacdo espontédnea do C57BL/6, que levou a
reducdo de enzimas lissosomais e de células natural killer (NK)
(GANGADHARAM, 1995). Por apresentarem reducdo da imunidade, sao
amplamente utilizados em pesquisas da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida em humanos, a fim de determinar a acédo do patdgeno versus
hospedeiro no complexo Mycobacterium avium (MAC) (GANGADHARAM,
1995), bem como na imunopatologia da paratuberculose (MUTWIRI et al.,
1992). Com frequéncia, a inoculagdo via IP na dose de 10° UFC resulta em
lesbes focais e presengca de BAAR no figado apds quatro semanas da
infeccdo (HARRIS e BARLETTA, 2001). A desvantagem da utilizagdo de
camundongos Beige, no estudo da paratuberculose é que esses animais sdo
caros, dificeis de serem encontrados e frequentemente desenvolvem
tumores de forma espontédnea (COHEN et al., 1995), o que compromete o
prosseguimento do estudo experimental. Por esses motivos, tem sido

utilizada com frequéncia a linhagem C57BL/6. Chen et al. (2008) e Park et
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al. (2008) tém utilizado essa linhagem para determinar a resposta imune
apods a aplicacao de vacinas.

Chiodini e Buergelt (1993) inoculando 6,2 x 10 UFC de MAP por via
IP em linhagens Balb/C, C57BL/6 e C57B/10 recuperaram por cultivo,
concentragdes distintas de MAP no figado e bago. Veazey et al. (1995b) e
Tanaka et al. (2000) verificaram granulomas em camundongos quando
inoculados com concentragdes de 3 x 10" UFC/animal por via oral (VO) e 5
x 108 UFC/animal IP, respectivamente.

Com a finalidade de avaliar a resposta imune em relacéo a resisténcia
das apresentacbes clinicas pela administracdo de suspensao de células
esplénicas de Balb/C infectados por MAP em Beige/Scid, Mutwiri et al.
(2002) administraram 10° UFC/mL IP em Balb/C desenvolvendo a infeccio.
Chen et al. (2008) obtiveram resultados relevantes ao avaliar a resposta
imune de C57BL/6 apds a inoculagdo de vacinas recombinantes, utilizando
dose de 10° UFC de MAP para desafiar os camundongos. Para
experimentos que buscam avaliar o comportamento de MAP durante
infecgdo, a dose de 3 x 108 UFC/mL desenvolve leses importantes a partir
de 90 dias péds-inoculagdo (comunicagdo pessoal, Dr. Yung-Fu Chang,
Cornell University. NY).

Além de todos os aspectos relacionados ao animal e ao indculo, a
escolha da cepa é importante na obtencdo de resultados. Quando se busca
avaliar a relacdo agente versus hospedeiro, € importante 0 uso de cepas
com baixa passagem e relativa viruléncia (HINES et al., 2007), como por
exemplo as cepas Linda e Ben de origem humana (ALLEN et al., 2011) e a
cepa MAP66115-98 de origem bovina (CHEN et al., 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral

Avaliar a distribuicdo de Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis, cepa MAP66115-98 em 6rgaos de camundongos C57BL/6

inoculados por via intraperitoneal.

3.2 - Objetivos especificos

e Avaliar a infeccdo experimental pela via intraperitoneal em
camundongos C57BL/6;

¢ Identificar alteragdes histoldgicas pela coloragdo com Hematoxilina
Eosina e a presenca de MAP nos diferentes 6rgaos pela coloragao de

Ziehl-Neelsen;
e Detectar MAP em diferentes 6rgaos pela técnica de nested-PCR; e
e Avaliar a probabilidade e chances de positividade, e as correlagoes

destas entre os 6rgaos.
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4. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado nos Laboratérios de Doengas Bacterianas
(LDBAC), de Biologia Molecular de Micro-organismos (BIOMOL), de
Morfofisiologia de Peixes e de Histopatologia, todos localizados no
Departamento de Veterinaria (DVT) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Os camundongos foram obtidos do Biotério da UFV e mantidos no
Infectorio de Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias Biologicas e da
Saude (CCB), ambos localizados no DVT.

De acordo com o Art.11 da Resolugdo n°879/2008 do Conselho
Federal de Medicina Veterinaria, a pesquisa foi aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa (CEUA — UFV),

sob o protocolo de numero 92/2011.

4.1 - Animais

Para determinagdo do numero de animais a ser utilizado no
experimento, a analise estatistica de amostragem foi realizada de acordo
com Dell et al. (2002), revelando que o0 numero adequado para analise era
de 28,4 com 95% de grau de confianga. Desse modo, foram utilizadas 28
fémeas de camundongos da linhagem C57BL/6 entre seis a oito semanas de
idade, com peso entre 18 a 20g e padrao sanitario convencional (PARK et
al., 2008; CHEN et al., 2008). Os animais foram mantidos no infectério por
duas semanas antes de iniciar 0 experimento para adaptagdo ao novo
ambiente. Foram distribuidos aleatoriamente em sete caixas de
policarbonato  microisoladoras  (quatro animais por caixa) de
aproximadamente 30x20x23cm, com cama de maravalha autoclavada,
alocadas em estante com sistema de ventilagdo. A duragdo do experimento
foi de cinco meses e, no curso deste, os camundongos tiveram livre acesso
a alimentacédo e agua. O alimento foi constituido por ragado especifica para
camundongos, € a agua oferecida aos animais apresentava 0s mesmos
padroes de qualidade da agua potavel destinada ao consumo humano,

sendo armazenada em bebedouros de policarbonato do tipo Niple. O
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ambiente da sala de experimentagdo possuia controles de temperatura
(26°C), ventilagao e fotoperiodo.

As limpezas das caixas foram realizadas uma vez por semana com
solugao de hipoclorito a 20% e alcool etilico a 70%, além da troca da cama,
reposi¢cao de agua e racdo. Previamente a esses procedimentos, os animais
foram retirados das caixas, suspendendo-os pela base da cauda e

transferidos para outra caixa higienizada, enquanto se procedia a limpeza.
4.2 - Cepa MAP66115-98

Uma cepa de MAP originado de um bovino infectado, designada
MAP66115-98, gentilmente doada pelo Dr. Yung-Fu Chang, da Universidade
de Cornell (EUA), foi usada para desafiar os camundongos. Esta cepa foi
cultivada em caldo Middlebrook 7H9 enriquecido com OADC (acido oléico,
albumina bovina, dextrose e catalase) acrescido de 2 mg/L de micobactina J
(Allied Monitor, Inc. Fayette, MO), em temperatura de 37°C durante um
periodo de cinco semanas, onde se observou a turvacido do meio inoculado

comparado ao meio controle, sem o indculo.
4.3 - Obtengao do inéculo

Transcorrido o tempo acima, a cultura foi quantificada utilizando o
método comparativo de tubos da escala nefelométrica de McFarland
(VERNA et al., 2007) correspondente ao tubo de numero 1 e confirmada em
espectrofotdmetro  (BIOMATE™3  Spectrophotometer, Thermo Eletron
Corporation) pela densidade éptica em comprimento de onda de 600nm
(DOgoo = 0,185 a 0,197). Em seguida, a cultura foi centrifugada por 5 minutos
a 14000 x g e o pellet lavado duas vezes em solugdo tampao fosfato salina
(PBS, pH 7,2).

4.4 - Bioensaio

Em cada um dos 20 camundongos foi inoculado 250uL de inéculo
contendo MAP66115-98 na concentragdo de 3 x 10® UFC/mL e, em oito
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animais, 250uL de PBS estéril. As aplicagdes foram realizadas pela via IP no
quadrante inferior direito do abdémen. Na quarta, oitava, décima segunda e
décima sexta semanas pds-inoculagdo, cinco animais infectados e dois
controles negativos foram selecionados aleatoriamente e eutanasiados. A
eutanasia foi realizada pela administragao de pentobarbital sédico na dose
de 100mg/Kg pela via IP. Imediatamente apds a eutanasia, os animais foram
colocados em decubito dorsal e necropsiados. Para cada uma das amostras
a serem coletadas, foi respeitada uma mesma sequéncia de coleta, onde
apdés a abertura da cavidade abdominal, coletou-se assepticamente os
orgaos na seguinte ordem: figado, bago, colon, ileo e placas de Peyer. Cada
fragmento do 6rgao coletado foi dividido em duas partes, sendo uma
armazenada em microtubo a -20°C para analise molecular, e outra fixada em

paraformaldeido a 4% para analise histopatologica.

4.5 - Histologia

Os fragmentos dos 6rgéos destinado a analise histopatolégica foram
imersos em solucéao fixadora de paraformaldeido 4% em tampao fosfato de
sédio pH 7,2 a 0.1M. Apds, foram transferidas para alcool 70% por 24 horas.
A seguir, as amostras foram colocadas em alcool 95% por quatro horas e,
em alcool:resina (2-hidroxietil)-metacrilato (Historesin Embedding Kit, Leica),
na proporcao de 1:1, por 14 horas. Apdés esses procedimentos, foram
imersas na resina de infiltracdo por 24h e, posteriormente, transferidas para
a resina pura com endurecedor (bibenzolperoxido). Para que ocorresse a
polimerizagdo da resina, as amostras foram deixadas em estufa por, no
minimo 24h a 60°C. No momento em que foi observada a adequada
polimerizagdo da resina, os blocos de resina foram retirados dos pogos e
colados em blocos de madeira com Araldite 24h (Brascola, Joinville, SC,
Brasil).

Para a microtomia, utilizou-se o micrétomo rotativo Reichert-Jung
2045 (Multicut, Germany), obtendo-se cortes seriados, com 3um de
espessura, onde para cada lamina histolégica previamente limpa e
identificada foram ordenados quatro cortes. Entre cada intervalo de corte,
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foram desprezados cinco outros, a fim de proporcionar maior abrangéncia de
secgdes dos orgaos avaliados.

Seguindo os protocolos de coloracbes do Laboratério de
Morfofisiologia de Peixes, foram confeccionadas duas laminas para cada
orgao, uma para a coloragao de Hematoxilina e Eosina (HE) para verificar as
lesGes e outra para coloragdo de Ziehl-Neelsen (ZN) para verificar a
presenca da bactéria. Quando da presencga de alteragcbes histopatoldgicas,
as lesdes foram classificadas segundo escores proposto por Park et al.
(2008), onde: (0) sem alteragdes, (1) inflamacdo leve (menos que um
pequeno granuloma por campo de 40X), (2) inflamagdo moderada (um a trés
granulomas por campo de 40X), e (3) inflamacédo severa (mais que trés

granulomas por campo de 40X).
4.6 - Nested-Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a extracdo de DNA tecidual, cada fragmento dos orgaos
conservados a -20°C foi envolto separadamente em papel aluminio e
triturados com um pistilo. A extracdo foi realizada com o Kit
Wizard®Genomic DNA Purification (Promega, Madison, WI, EUA), de acordo
com as indicacbes do fabricante. Apdés a obtencao do DNA, este foi
conservado a -20°C em microtubo devidamente identificado. A confirmacéo
da extragdo foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%
(Invitrogen, Washington, DC, EUA) em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE)
corado com GelRed™ (Biotium Inc., CA) e visualizada pela incidéncia de luz
ultra-violeta (UV).

A técnica de nested-PCR foi realizada utilizando o Kit Go Taqg®Green
Master Mix (Promega), seguindo as instrugdes do fabricante. Foram
utilizadas duas sequéncias de oligonucleotideos para a reagao externa (s204
e s749) e duas sequéncias para a reacao interna (s347 e s535) (ENGLUD et
al., 1999) (Quadro 1). Para a preparagao da reacéo externa foram utilizados
12,5uL de Mix, 6,5uL de agua ultrapura, 1uL de cada primer (foward e
reverse) na concentragdo de 10pmol e 4uL de DNA extraido na
concentragcédo de, aproximadamente, 200ng/uL, totalizando 25uL da reagéo.

Em seguida, as amostras foram colocadas no termociclador (Axygen
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Maxygene) e programou-se a reagao segundo Englud et al. (1999), com
modificagbes, onde o processo de desnaturagao inicial ocorreu a 94°C por
trés minutos, seguido de subsequentes ciclos de 94°C por um minuto, 63°C
por um minuto, 72°C por um minuto e extensdo final de 72°C por cinco
minutos. Apos o término de 35 ciclos, as amostras foram retiradas do
termociclador e armazenadas a -20°C, por 12h.

Para a segunda reagédo de nested-PCR utilizaram-se 12,5uL de Mix,
9,5uL de agua ultrapura, 1uyL de cada primer (foward e reverse), na
concentracdo de 10ng/uL, e 1uL do produto da primeira reagao, totalizando
25uL da reagao. O programa no termociclador para a segunda reacéao foi
realizada de maneira semelhante a primeira; no entanto, apenas o

procedimento de extensio final foi alterado para 72°C por 4 minutos.

Quadro 1 — Designagado dos oligonucleotideos, sequéncia e tamanho molecular
utilizados na técnica de nested-PCR da sequéncia de insercdo 1S900 de
Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis em érgdos de camundongos
C57BL/6 experimentalmente infectados.

Tamanho
Oligonucleotideos Sequéncia 5’- 3’ d?
amplicon
em pb
1IS900/s204 TGATCT GGACAATGACGG TTACGGA
1S900/s749 CGC GGC ACG GCT CTT GTT 563
1IS900/s347 GCCGCGCTGCTGGAGTTGA
1S900/s535 AGC GTC TTT GGC GTC GGT CTT G 210

Fonte: Adaptado de Englud et al. (1999).

O resultado foi verificado por eletroforese em gel de agarose a 1%
(Invitrogen, Washington, DC, EUA) em tamp&o Tris-Borato-EDTA (TBE)
corado com GelRed™ (Biotium Inc., CA) diluido 1:500, utilizando-se
radiagdo UV em transluminador Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA,
EUA).

Para o controle positivo da reacdo, utilizou-se a cepa de MAP K-10 e
agua ultrapura para o negativo. No controle negativo do experimento foi
utilizado o DNA dos respectivos 6rgaos dos animais inoculados com PBS. O
marcador de peso e tamanho molecular foi o DNA Ladder 100pb (Promega,
Madison, USA).
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4.7 - Analise estatistica

As diferengas nas frequéncias de positividade obtidas pela técnica de
nested-PCR foram analisadas pelo teste do qui-quadrado (x°) de Pearson
(p<0,05). Para verificar a forga de associagédo existente entre as amostras
significativas, foi utilizado o teste “V” de Cramer. Para essas analises, foi
utilizado o software SPSS — Statistical Package for the Social Science para
Windows, versao 19.0 (IBM SPSS Statistics Inc, Chicago, USA).

Para avaliacdo de medidas de associagdo entre os o6rgdos, as
proporcées de positividade foram submetidas a analise de Risco Relativo,
que trata-se de uma razao de probabilidades (NUNES e CARMEY, 2009) e
de Razdo de Chances ou Odds ratio, juntamente com os seus respectivos
intervalos de confianga (p<0,05). Para a realizagdo dos calculos, construgéo
dos graficos e tabelas, utilizou-se uma planilha de calculos formatada no
software EXCEL 2007.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Infecgdao de camundongos C57BL/6 pela cepa MAP66115-98

Os animais inoculados apresentaram-se clinicamente saudaveis nos
120 dias de experimentacdo. Esse comportamento era esperado, devido os
murinos nao serem os hospedeiros preferenciais de MAP, mesmo utilizando
uma linhagem C57BL/6 suscetivel. HINES et al. (2007), relataram em seu
trabalho que a manifestacdo clinica da paratuberculose é dificil nessas
especies. A linhagem do camundongo utilizado nesse experimento
(C57BL/6) apresenta a expressdao de um alelo que resulta na sua
suscetibilidade a infecgdo por MAP, o Sic11A1° (ROUPIE et al., 2008). Além
disso, em outros estudos, essa linhagem demonstrou ser imunocompetente
e também suscetivel a infecgao (CHIODINI e BUERGELT, 1993; VEAZEY et
al., 1995a; VEAZEY et al., 1995b; PARK et al., 2008; CHEN et al., 2008).
Contudo, Chiodini e Buergel (1993) trabalhando com camundongos Balb/C,
C57BL/6 e C57B/10 nao observaram progressao da infeccdo em nenhuma
dessas linhagens quando inoculados por via IP. De forma semelhante,
quando realizada a inoculagéo por VO em camundongos C57BL/6, Veazey
et al. (1995b) nao verificaram alteragdes nos sinais clinicos mesmo apés 11
meses de experimentacdo. Ao utilizar a linhagem Balb/C e a via
intragastrica, Hamilton et al. (1991) conseguiram reproduzir os sinais clinicos
apenas quatro meses apos a inoculagdo. A utilizagdo de camundongos
gnotobidticos com sistema imunoregulatério deprimido pode vir a ser uma
alternativa para estudos que busquem correlacionar as manifestacdes
clinicas e a progressao da doenga em modelos murinos.

Na necropsia dos camundongos aos 30, 60, 90 e 120 dias pods-
inoculacdo nao foram observadas alteracbes macroscopicas que poderiam
estar relacionadas a infecgcdo por MAP. Isto ndo era esperado, visto que
trabalhos utilizando a mesma linhagem de camundongos, a mesma via de
inoculagdo e a mesma cepa de MAP em concentragcdo de 10° UFC,

reproduziram lesdes granulomatosas no bago apds quatro semanas de
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inoculagdo e, no figado apds oito semanas de inoculagdo (PARK et al.,
2008; CHEN et al., 2008).

No presente estudo foi utilizada uma concentracdo menor de inéculo
(3 x 10® UFC) e esperava-se que pelo menos aos 90 e 120 dias pos-
inoculacdo, os animais apresentassem alteragdes macroscopicas como
aumento do tamanho do baco e espessamento das paredes intestinais.
Essas apresentacbes macroscépicas foram observadas por Tanaka et al.
(1994) em camundongos Balb/C e C3H/HedJ, inoculados pela via IP na dose
de 5 x 10® UFC/animal. Contudo, Chiodini e Buergelt (1993) inoculando por
via IP 6,2 x 102 UFC de MAP, verificaram auséncia de lesdo em
camundongos Balb/C, mas presenca de lesbes esbranquigadas multifocais
no figado e bago nos camundongos C57BL/6 e C57B/10. Segundo os
mesmos autores, essas lesdes encontradas nos camundongos C57BL/6
foram diminuindo no decorrer dos 120 dias de experimento. De maneira
similar, um estudo com a mesma via de inoculagdo e linhagem de
camundongos, diferindo na cepa (ATCC 19698) e na dose de indculo (1 x
10° UFC), constataram presengca de granulomas no figado, pulméo e
linfonodos mesentéricos aos 15 dias pos-inoculagao (VEAZEY et al., 1995a).

Nesse trabalho os animais foram desafiados entre seis e oito
semanas de idade. Quando se busca o estudo da paratuberculose em
modelos experimentais, a inoculagdo em animais jovens se torna importante,
pois mimetiza as condi¢gdes de suscetibilidade natural do animal (HINES et
al., 2007). No geral, para experimentacdo em murinos, pesquisadores tém
utiizado a faixa etaria de seis a oito semanas para experimentagao
(VEAZEY et al., 1995a; PARK et al., 2008; CHEN et al., 2008; ROUPIE et
al., 2012). Portanto, pode-se inferir que existem outros fatores responsaveis
pela resisténcia a infeccdo de MAP, que ainda ndo sdo conhecidos nesses
modelos e que poderiam ser responsaveis pela manifestagdo de lesdes

macroscopicas.
5.2 - Avaliagao histopatologica

A analise dos cortes dos o6rgados corados por HE nao revelaram

alteracbes estruturais que indicassem lesdes teciduais. Esperavam-se
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lesbes caracteristicas da paratuberculose, principalmente no bago e no
figado, pois estudos tém demonstrado que esses 6rgdos sao
preferencialmente acometidos quando se tem uma infec¢do disseminada
induzida pela inoculagao por via IP (PARK et al., 2008; CHEN et al., 2008).
Segundo Begg e Whittington (2008), a inoculagéo IP € a via mais comum
usada em animais de laboratério e, nessa via, a avaliagdo geralmente
direciona-se a contagem de bactérias nos 6rgdos ou a averiguagao da
presenca de lesdes histologicas principalmente no bago e no figado e, em
alguns casos, no intestino. A auséncia de lesdes histologicas e de BAAR
também ndo foram demonstrados por Sweeney et al. (2006), em bovinos
infectados pela VO, embora as amostras teciduais fossem positivas pela
técnica de PCR. Contudo, Stabel et al. (2009) verificaram lesdes na valvula
ileo-cecal e inicio do jejuno, formagdo de granulomas multifocais com
macrofagos epitelidides e células gigantes na |amina propria e submucosa
de bovinos inoculados por via IP. Em um estudo realizado em 1991 por
Hamilton et al., somente apos oito meses da inoculagdo intragastrica da
cepa de MAP de origem humana (Linda) os camundongos Balb/C
apresentaram severa formagao de granulomas com presenga de macrofagos
modificados, células epitelidides e células gigantes contendo grande
quantidade de BAAR no intestino, figado e baco. No presente estudo, o
tempo total de experimentacao foi de quatro meses e a cepa utilizada foi de
origem bovina. Embora tenham-se estudos que constataram lesdes
histolégicas no figado e no bago de camundongos C57BL/6 infectados por
via IP, no periodo de 16 semanas (CHIODINI e BUERGELT, 1993; VEAZEY
et al., 1995a; CHEN et al., 2008; PARK et al., 2008), possivelmente, para a
dose de 3 x 108 UFC/mL aplicada nos camundongos deste estudo, o periodo
de experimentacio nao foi suficiente para que houvesse a apresentacao das
lesdes histologicas nesses 6rgaos.

Apesar de ndo terem sido observadas lesdes histologicas nos cortes
corados por HE, duas laminas de placas de Peyer, coradas por ZN,

apresentaram marcacgéao positiva pela técnica (Figura 2).
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Figura 2 — Marcag&o positiva de macréfagos de camundongos C57BL/6 inoculados
por via intraperitoneal com dose de 3 x 10® UFC/mL de MAP66115-98 utilizando a
coloragéo de Ziehl-Neelsen. Placas de Peyer 90 dias pds-inoculagédo 400x (A) e
1000x (D); Placa de Peyer 120 dias pés-inoculacao 400x (B) e 1000x (C).

Na figura 2, as fotomicrografias demonstram macrofagos corados pela
técnica de ZN, onde é visualizado o macrofago corado de azul e estruturas
em suas extremidades coradas de réseo que se assemelham a MAP. Essas
marcagdes foram identificadas em duas placas de Peyer de dois animais,
uma coletada aos 90 dias e a outra 120 dias pods-inoculacdo. A marcagao
observada (corados de roseo), poderia se referir a uma possivel invasao
inicial de MAP as placas de Peyer. Frequentemente, a identificacao de MAP
esta correlacionada a presencga de granulomas nos orgaos lesionados, mas
estas estruturas ndo foram observadas neste trabalho. Deve-se levar em
consideragao que ha maior facilidade de visualizagdo do agente quando ha
presencga de alteragdes histopatoldgicas. No entanto, Stabel et al. (2009) nao
constataram a presencga de micro-organismos BAARs em cortes histolégicos
de érgéos de bovinos infectados com MAP, demonstrando, que em alguns

casos pode ser possivel apenas a visualizagdo das lesdes histologicas, e
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nao de MAP. Um recente estudo realizado por Allen et al. (2011) nao
identificou lesdes significativas em 6érgaos de bovinos inoculados por meio
de canula introduzida diretamente no ileo, mas demonstrou abundante
BAARs em células gigantes multinucleadas nesse mesmo 6rgao. Nesse
sentido, parece que a marcagdo do micro-organismo pode ocorrer em
orgaos que apresentam lesdes ou ndo, o qual condiz com 0S nNOSSOs
achados, revelando que possivelmente MAP tem predile¢ao pelas placas de
Peyer, mesmo quando inoculado por via IP. Esses resultados nao
corroboram com os encontrados por Park et al. (2008) onde, ao desafiar
camundongos C57BL/6, pela mesma via, constataram grande concentragao
de BAARs no figado e baco, mas nao identificaram nos pulmdes e
linfonodos mesentéricos. Em coelhos inoculados por VO, nao foram
evidenciadas lesdes intestinais pela microscopia, nem foi possivel isolar
MAP dos tecidos (VAUGHAN et al., 2005).

5.3 - Detecgcao de Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis
por Nested-PCR

Verificou-se a presenga de DNA de MAP (IS900) pela amplificagdo de
fragmentos de 210pb em 64,9% das amostras coletadas. O bago apresentou
maior numero de positivos (27,9%) seguido do colon (24,6%), figado
(19,7%), ileo (18,0%) e placas de Peyer (9,8%). Dentre os 30, 60, 90 e 120
dias pos-inoculagdao, pelo menos duas amostras de cada 6rgao foram
positivas em cada um dos periodos (Tabela 1). Na figura 3 sdo apresentadas
as amplificacées de 1IS900 em cinco 6rgaos aos 120 dias pds-inoculagao,
pela técnica de nested-PCR.

O maior numero de amostras positivas encontradas no bago e figado
era esperado, pois quando se faz a inoculagao IP, o bago e figado, como
orgaos linfoides tém grande relevancia na resposta a um antigeno. Sabe-se
que os camundongos C57BL/6 expressam um gene de suscetibilidade de
infeccdo para MAP, o Slc11A1°. Essa caracteristica permitiu que Roupie et
al. (2008) encontrassem predominancia de MAP apds 30 dias de inoculagao
em camundongos dessa mesma linhagem ao ser comparada a linhagens

que expressam o gene de resisténcia S/lc11A1", quando infectados por via
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intravenosa. Hines et al. (2007) verificaram que quando altas doses de
in6culo sao administradas por VO, essa via de inoculacdo se assemelha a

via IP, resultando em alta carga do micro-organismo no figado e baco.

Tabela 1 — Resultado da nested-PCR em diferentes 6rgdos de camundongos
C57BL/6, pés-inoculagao da cepa MAP66115-98 por via intraperitoneal.

Periodo Placas
po6s- Animal  Figado Bacgo Célon ileo de
inoculagao Peyer
1 + + o+ - ND
g 2 + - + + ND
S 3 + + + - ND
= 4 + - + + ND
5 - - + - ND
6 + + + + +
-4 7 + + + - -
o 8 - + - + +
= 9 - + + + -
10 - + + - -
11 + + + + -
E@ 12 + + + + -
S 13 + + - - -
b3 14 ; + - . +
15 + + - - +
16 + + + - -
K 17 - + + + ND
g 18 + + - + -
N 19 + + + +
= 20 - + + + +

(+) positivos para MAP pela nested-PCR/ (-) negativos para MAP pela nested-PCR/(ND)
amostras ndo determinadas.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

1500pb

—
500pb >
300pb Linha com
200pb r— < fragmentos
amplificados
de 210pb

Figura 3 — Produtos de nested-PCR em gel de agarose 1%. M- marcador de
tamanho molecular de 100pb: DNA Ladder; 1- controle positivo: K-10; 2- controle
negativo: agua ultrapura; 3, 4, 5, 6 e 7 — amostras amplificadas de figado, baco,
célon, ileo e placa de Peyer, respectivamente, apds 120 dias de inoculagao da cepa
MAP66115-98; 8 e 9 — amostras de animais controles (inoculados com tampao
fosfato-salina).
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Nas placas de Peyer, seis amostras foram positivas (9,8%) e, dentre
essas, duas corresponderam as marcacdes positivas observadas pela
técnica de ZN (Figura 2). Os resultados verificados pela técnica de nested-
PCR indicam que mesmo nao havendo lesdes histologicas nos 6rgaos, a
presenca de MAP nao pode ser descartada. Esse comportamento pode ter
ocorrido devido a uma baixa quantidade de MAP distribuidas nos 6rgéos.
Quantidades limitadas de micro-organismo nos tecidos resultam em baixa
sensibilidade a diferentes testes, inclusive de PCR convencional (ENGLUND
et al., 1999). No presente trabalho, o uso da nested-PCR demonstrou ser
adequado para avaliar a positividade de amostras de tecidos, com baixa

presenca de micro-organismo.
5.3.1 - Avaliagao dos orgaos para probabilidade de positividade

Na avaliagdo da propor¢cao de resultados positivos por grupo de
orgao, independentemente do periodo poés-inoculagdo, constatou-se
variagao da frequéncia, onde o bago apresentou 0,85 de positividade,
seguido do célon (0,75), figado (0,60), ileo (0,55) e placas de Peyer (0,43)
(Figura 4). Para esta analise deve-se mencionar que os limites da proporgao
compreendem os valores “0”e “1”.

Pela analise do qui-quadrado (xz) foi verificado que o figado, bago e
cblon apresentaram significancia estatistica (p<0,05). Ao contrario, o ileo e
placas de Peyer nao foram significativos (p>0,05). A positividade encontrada
nos trés primeiros 6rgaos nao aconteceu por razdo do acaso. Houve
relevancia estatistica na verificagao da positividade. Isto era esperado para o
baco e figado, que sdo 6rgdos que direta ou indiretamente estdo envolvidos
na resposta a presenga de bactéria no sangue, mas nao para o colon, onde
sua maior probabilidade de positividade seria esperada numa inoculagao por
VO.
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Figura 4 — Proporgcédo de 6rgaos positivos de camundongos C57BL/6 inoculados
com 3x10® UFC/mL de cepa MAP66115-98 por via intraperitoneal, apés 120 dias de
inoculacao.

Com base nos resultados desses 6érgédos que deram significancia
estatistica, foi aplicado o teste “V” de Cramer para verificar a forca de
associagao existente entre as amostras e a positividade desses 6rgaos. Em
relagdo ao tamanho do efeito, o teste “V” de Cramer foi de 0,684 no baco,
0,571 no célon e 0,558 no figado, indicando um tamanho de efeito médio e
estatisticamente significativo (p<0,05). Portanto, ao contrario do que se
observa na infecgao natural (PAVLIK et al., 2000), na infec¢ao IP o intestino
nao foi o 6rgdo de predilegdo para deteccdo de sua presenga. Assim, pode-
se afirmar que o 6rgdo com maior for¢ga de associagao foi o bago, seguido do
coélon e figado. A relevancia estatistica observada principalmente no baco e
figado indica a reproducao de uma distribuicdo sistémica, pois quando se
inocula um agente infeccioso na cavidade abdominal, o peritbnio responde a
essa agressao séptica envolvendo sua membrana serosa, as algas
intestinais e o liquido peritoneal presente na cavidade (TRAMONTE et al.,
2004). Esse liquido peritoneal é drenado por vasos linfaticos presentes na
face inferior do diafragma, que por sua vez captam particulas de até 20um,
incluindo bactérias, que sao levadas até o ducto toracico direito,
sequencialmente atingindo a circulagdo sanguinea. Em outras palavras, o
peritbnio permite que materiais presentes no seu liquido sejam absorvidos e
promovam alteragdes sistémicas (CARNEIRO et al., 2002). Recentemente
foi comprovada a presenga de MAP em linfa de bovinos naturalmente
infectados (KHOL et al., 2012), indicando que a via linfatica € importante na

disseminagdo do agente. Por esses motivos, pode-se inferir que a
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inoculagdo IP permitiu que MAP atingisse preferencialmente os vasos
linfaticos, levando a sua rapida distribuicdo para outros o6rgdos além
daqueles de predilegao quando da infec¢ao natural, como o bago e figado.

O bacgo possui uma capacidade fagocitica muito superior ao figado
(MARQUES e PETROIANU 2003). Desse modo, o maior valor proporcional
de positividade obtido no bago (0,85) em relagdo aos outros 6rgaos deve-se
principalmente a sua fungado depurativa do sangue, que concentra o maior
numero de bactérias dentro de macréfagos localizados na polpa vermelha.
Essa inferéncia corrobora com Marques e Petroianu (2003) que, ao
trabalharem com peritonite em camundongos, identificaram altas
concentragcdes de bactérias no sangue de animais esplenectomizados.

Na figura 5 é apresentada a proporg¢ao de positividade de cada 6rgao

nos diferentes periodos poés-inoculacéo.
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Figura 5 — Proporgéo de 6rgaos positivos de camundongos C57BL/6 inoculados
com 3x10% UFC/mL de cepa MAP66115-98 por via intraperitoneal, em relagdo aos
dias pds-inoculagao

Pode-se observar que o figado variou entre 0,40 e 0,80 durante os
periodos do experimento. Em contrapartida, o baco iniciou, aos 30 dias, com
propor¢cao de amostras positivas de 0,40 passando para 1,00 de positividade
a partir dos 60 dias até os 120 dias. Resultado semelhante foi constatado

por Roupie et al. (2008) ao infectarem camundongos C57BL/6 por via
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intravenosa. Neste, tanto o bago quanto o figado apresentaram quantidades
significativas de MAP aos 30 dias pds-inoculagdo, onde o bago permaneceu
estavel durante os subsequentes 90 dias de experimentagdo. Ao contrario,
no figado o numero de bactérias diminuiu drasticamente ao longo desses 90
dias.

O célon iniciou com positividade 1,00, mas teve uma queda
substancial, passando para 0,40 aos 90 dias e elevando essa proporgao
para 0,80 aos 120 dias. O maior numero proporcional de positivos no célon
nao era esperado aos 30 dias pds-inoculagao. Ao utilizar a via IP, esperava-
se que apenas o baco e o figado obtivessem maior propor¢ado de positivos
durante todos os tempos de avaliagao, haja vista serem érgaos diretamente
relacionados a depuragao sanguinea. Aos 30 dias de infecgcéo, a proporgéao
de positivos no ileo foi de 0,40 e, aos 120 dias, aumentou o dobro do valor
do primeiro més da coleta. Em relagdo as placas de Peyer, foi observado
valor inicial igual a “0” aos 30 dias pds-inoculagédo, devido as perdas das
amostras coletadas referente a esse periodo. Contudo, mesmo ocorrendo
esse vies, houve pouca variagao de positividade para esse 6rgao dos 60 aos
120 dias, permanecendo os menores valores proporcionais dentre os demais
orgaos. Foi observado que no segundo e no terceiro més da coleta essa
propor¢ao foi mantida a 0,40, elevando-se sutilmente para 0,50 aos 120
dias.

Os resultados deste trabalho demonstram que, apesar dos o6rgaos
parenquimatosos, baco e figado, apresentarem valores proporcionalmente
elevados comparados ao ileo, em todos os quatro periodos de avaliagao nao
ocorreram auséncia de positivo para o célon e ileo. Esse dado corrobora os
resultados encontrados por Pavlik et al. (2000), onde a avaliagdo de
amostras bovinas provenientes de abatedouro ndo constatou o isolamento
de MAP em o6rgaos exclusivamente parenquimatosos ou linfonodos nao
mesentéricos. Ainda, Bermudez et al. (2010) demonstraram ap6s 30 dias de
inoculagdo em camundongos C57BL/6, usando a VO, maior quantidade de
MAP no intestino comparado ao figado e bago. Contudo, no nosso trabalho,
aos 60 e 120 dias verificou-se um aumento moderado da disseminagao em
amostras desses dois orgaos, predominando no intestino. Portanto, MAP

poderia estar presente no intestino independentemente da via de infecgao.
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Para verificar a probabilidade de positividade em determinado 6rgao
condicionada ao tempo pods-inoculagdo, foi utilizada a analise de
probabilidade condicional ou Bayesiana, onde o numerador é representado
pelo numero de positivos por periodo e o denominador o numero total de
positivos entre os periodos de avaliagdo do mesmo o6rgdo. Estas analises
revelaram diferengas importantes de probabilidades no decorrer do tempo de

analise experimental (Tabela 2).

Tabela 2 — Probabilidade condicional em relagdo ao tempo pds-inoculagdo de
diferentes 6rgaos de camundongos C57BL/6 infectados pela via intraperitoneal com
a cepa MAP66115-98.

Probabilidade

Orgao  UEIES (005 Numerode b iive Negativo  condicional
infeccao (dias) amostras (%)
30 5 4 1 33,3
Figado 60 5 2 3 16,7
90 5 4 1 33,3
120 5 2 3 16,7
30 5 2 3 11,8
Bago 60 5 5 0 29,4
a0 5 5 0 29,4
120 5 5 0 29,4
30 5 5 0 33,3
Célon 60 5 4 1 26,7
90 5 2 3 13,3
120 5 4 1 26,7
30 5 2 3 18,2
ileo 60 5 3 2 27,3
90 5 2 3 18,2
120 5 4 1 36,4
30* ND ND ND 0,0
Placas de 60 5 2 3 33,3
Peyer 90 5 2 3 33,3
120 4 2 2 33,3

(*) Cinco amostras nao determinadas/ (ND) no tempo 30 dias pds-inoculagéo.

O figado, como observado na avaliagdo proporcional, também
apresentou variagao na probabilidade condicional durante todos os periodos
pos- inoculacdo do experimento. Na tabela 2, pode-se verificar que sua
maior probabilidade de positividade ocorreu aos 30 e 90 dias (33,3%). Em
relagdo ao bago, sua probabilidade de ter sido positivo aos 30 dias € a
menor dentre todos os outros 6rgaos, com apenas 11,8%. Contudo, é
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observado que a partir dos 60 dias, essa probabilidade se estabiliza em
29,4% até os 120 dias de experimento. Tendo conhecimento da frequente
positividade do baco em infec¢cdes sistémicas, alguns estudos tém
direcionado a coleta do bacgo e figado de camundongos Balb/C e C57BL/6
para comprovar a efetividade de infeccdo (ROUPIE et al., 2012).

Para o cdlon, a maior probabilidade foi constatada aos 30 dias pos-
inoculacao (33,3%) e a menor foi aos 90 dias (13,3%). Quando analisado o
ileo, este apresentou o maior valor de probabilidade condicional: 36,4%, aos
120 dias pos- inoculagdo e a mesma probabilidade (18,2 %) aos 30 e 60
dias. No caso das placas de Peyer, a probabilidade de serem positivas a
partir dos 60 dias foi praticamente a mesma durante os periodos
subsequentes (33,3%). Esses resultados contrapdem os obtidos por Stabel
et al. (2009) pois, ao avaliar partes do intestino de bovinos
experimentalmente infectados por via IP, constataram que o ileo, valvula
ileo-cecal e os linfonodos associados a essas estruturas foram os mais
frequentemente positivos pela técnica PCR. De forma semelhante, Sweeney
et al. (2006) relataram que MAP foi mais frequentemente encontrado no
jejuno, ileo e seus linfonodos correspondentes. No entanto, esses autores
nao incluiram em suas analises 6rgaos parenquimatosos, sendo o principal
orgao de eleicao de infeccao natural por MAP o ileo, por apresentar maior
associagao de tecido linfoide comparado a outros tecidos (MOMOTANI,
1988). No presente trabalho, essa predile¢gdo nao foi observada usando a via
IP. Ao contrario do que comumente é relatado, o ileo e as placas de Peyer,
neste trabalho ndo foram proporcionalmente significativos na deteccao de
MAP pela técnica de nested-PCR em relagao aos outros 6rgaos. No entanto,
aos 120 dias, a probabilidade de encontrar ileo positivo foi maior comparado
aos demais 6rgaos.

De acordo com estudo realizado por Sweeney et al. (2006), as
culturas positivas de tecidos extra-intestinais (bago e tonsilas) de bovinos
infectados por VO ocorreram nas dosagens mais elevadas do inéculo, 2,5 x
10" UFC, e com trés aplicagbes. Esses resultados e de outros
anteriormente relatados, inferem a possibilidade do baco ser o 6rgao de
eleicdo para comprovar a infeccao sistémica de MAP por experimentagao ou

mesmo em casos de infecgbes naturais em que se deseja investigar a
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abrangéncia da infec¢gdo. Contudo, segundo os dados aqui apresentados,
essa detecgao se torna eficiente apenas a partir dos 60 dias pos-inoculacéo.
Para deteccao da positividade aos 30 dias, foi demonstrado que o figado e o
colon obtiveram maiores probabilidades de estarem positivos e, portanto,
serem de predilecdo para a deteccdo precoce nesses modelos
experimentais. Esse comportamento pode ser em parte explicado pela
regidao onde se incidiu a inoculacdo (quadrante lateral direito), o qual
permitiria 0 maior contato com estes 6rgaos.

Os resultados desse trabalho demonstraram que ha necessidade de
investigar a importancia de outros 6rgdos além dos gastrointestinais quando
se deseja avaliar a distribuicdo de MAP, uma vez que se comprovou a
possibilidade de positividade experimental desses o6rgaos. Pavlik et al.
(2000) identificaram infeccbes de orgdos além dos gastrointestinais, em
10% das amostras de tecidos bovinos. Semelhantemente, Sweeney et al.
(2006) identificaram cultura positiva para MAP em amostras de ceco, célon e
linfonodos ileocecais de bovinos inoculados com dose elevada do indculo
(2,5 x 10'° UFC/dose com duas aplicacdes). Esses mesmos autores relatam
ainda que doses baixas como de 2 x 10° UFC/dose, ndo resultaram na
deteccado de infeccdo nos tecidos. No presente trabalho, ao utilizar uma
Unica aplicacdo de 3 x 10® UFC/mL foi possivel detectar MAP utilizando a
técnica de nested-PCR e obter positividade em diferentes 6rgaos dos
camundongos, mas néo foi possivel detectar a infecc¢éo.

Observou-se que o numero de casos positivos foi obtido em todos os
periodos do experimento (Tabela 2). No caso do ileo (36,4%) e da placa de
Peyer (33,3%), a probabilidade desses érgaos se tornarem positivos foi
maior nos 120 dias pés-inoculagdo. Essa caracteristica esta relacionada a
capacidade de MAP interagir com os macrofagos e neles, inibir a maturagéo
dos fagossomos, limitando a destruicdo da bactéria e a apresentacdo dos
antigenos as células T (COUSSENS et al., 2012). MAP também é capaz de
prevenir a apoptose espontdnea ou induzida, de macréfagos infectados
(KABARA et al., 2010). Segundo Coussens et al. (2012), esses mecanismos
podem explicar a grande quantidade de MAP presentes no interior de

macréfagos que persistem infectados preferencialmente no intestino. Desse
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modo, a infecgdo por MAP permanece crénica e o nivel de deteccdo nos

orgaos tende a aumentar com o decorrer do tempo.

5.3.2 - Avaliagbes dos orgaos por medidas de associagdao

Na tabela 3, a avaliagdo de risco do baco, em relacdo ao figado,
coélon, ileo e placas de Peyer, resultou em 1,4; 1,13; 1,54; e 2,0 vezes mais
probabilidade de positividade, respectivamente. O risco de positividade no
colon foi 1,25 maior que no figado, 1,37 maior que no ileo e 1,74 vezes
maior que na placas de Peyer. Para o figado o maior risco foi identificado
apenas comparado a placas de Peyer (1,4 vezes). Ao relacionar a
probabilidade do figado e do ileo serem positivos, foi observado valor igual a
1,09, muito préximo de 1,00 ou seja, a probabilidade desses 6rgaos é

praticamente a mesma.

Tabela 3 — Probabilidade e Risco Relativo (RR) de positividade quanto a acéo de
MAPG66115-98 segundo os 6rgaos positivos de camundongos C57BL/6 infectados
pela via intraperitoneal.

Orgao dzrggasliotlil\:'i:’i::c!ee fi::io bzgo cc’?llzn ill::?) plafaz de
conforme 6rgao Peyer
Figado 0,60 1,00 0,70 0,80 1,09 1,40
Bago 0,85 1,40 1,00 1,13 1,54 2,00
Célon 0,75 1,25 0,88 1,00 1,37 1,74
fleo 0,55 0,91 0,64 0,73 1,00 1,27
Placas 0,43 0,71 0,50 057 0,78 1,00

de Peyer

Diferentemente do que ocorre nos bovinos, a presencga das placas de
Peyer em roedores ocorre aleatoriamente entre o jejuno e o ileo (TIZARD et
al.,, 2002). Ao avaliar o ileo e a placas de Peyer, que sado 6rgaos que
apresentam maior predilecdo natural de infeccao por MAP, foi observado
que dentre todos os Orgaos comparados, a maior probabilidade de
positividade do ileo ocorreu quando comparado a placa de Peyer (1,27
vezes mais risco). Esse resultado pode ser em parte explicado pela via de
infeccdo, pois ao induzir uma distribuicdo sistémica, a probabilidade de

positividade das placas de Peyer diminui substancialmente devido sua area
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de superficie ser menor comparado ao ileo. Esse fato foi confirmado quando
verificou-se que os valores de risco para a infeccdo de placas de Peyer
foram inferiores aos a todos os érgaos correlacionados.

As avaliagdes de chances (odds) de positividade entre os 6rgéos,
estimada pela Razao de Chances (RC) ou odds ratio, estdo apresentadas na
tabela 4. O uso dessa ferramenta no estudo da paratuberculose geralmente
esta relacionada a busca de fatores de risco associados as praticas de
manejo aplicadas aos rebanhos e a presencga anterior da doenga entre os
rebanhos (KOBAYASHI et al., 2007; ANSARI-LARI et al., 2009). No entanto,
nao se tem relatos de estudos correlacionando a probabilidade de
positividade experimental e as chances de determinados 6rgaos serem

positivos de acordo com o tempo pos-inoculagao.

Tabela 4 — Chances e Raz&do de Chances (RC) de positividade quanto a acéo de
MAP66115-98 segundo os 6rgaos positivos de camundongos C57BL/6 infectados
pela via intraperitoneal

Chances de

6razo  POSitividade RC RC RC RC e
rgao . . . placas de
conforme figado baco célon ileo P
— eyer
dérgao
Figado 1,50 1,00 0,26 0,50 1,23 2,00
Baco 5,67 3,78 1,00 1,89 4,64 7,56
Coélon 3,00 2,00 0,53 1,00 2,45 4,00
ileo 1,22 0,81 0,22 0,41 1,00 1,63
Placas de
Peyer 0,75 0,50 0,13 0,25 0,61 1,00

O baco (5,67), célon (3,00) e figado (1,50) apresentaram as maiores
chances de positividade para a cepa MAP66115-98, quando inoculados por
via IP.

A analise por RC demonstrou que o bago em relagéo ao figado, ileo e
placas de Peyer apresentou 3,78; 4,64 e 7,56 vezes mais chances de
positividade, respectivamente. O cdlon apresentou comportamento
semelhante para avaliacdo de chances quando comparado com esses
mesmos orgaos. O cdlon em relagdo ao figado, ileo e placas de Peyer
apresentou 2,00; 2,45 e 4,00 vezes mais chances de ser positivo. Esses
resultados foram proximos dos encontrados na RC de um estudo realizado

por Autschbach et al. (2005) em pacientes humanos acometidos pela DC,
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onde verificou-se associagao 2,88 vezes (IC 95%, 1,00 — 8,99) do cdlon ser
positivo pela técnica de nested-PCR. Por outro lado, o figado demonstrou
maiores chances de infec¢do quando comparado ao ileo (1,23 vezes mais
chances) e a placa de Peyer (2,00 vezes mais chances). Quando avaliado o
ileo, este obteve maior chance somente quando comparado exclusivamente
a placas de Peyer. Sua chance de positividade foi de 1,63 vezes a chance
das placas de Peyer. Desse modo, pode-se ainda inferir que, para cada
amostra de placas de Peyer positiva para MAP haveria quase duas amostras
de ileo infectadas.

Os resultados de RR e RC com seus respectivos intervalos de
confiangas (IC) para nivel de significancia de 5% sao apresentados na
tabela 5. Ao analisar os valores obtidos de associagdo dos o6rgaos,
observou-se que os IC, que compreenderam valores acima de 1,00 foram as
associagdes entre: bacgo/ileo e bacgo/placas de Peyer. Portanto, essas
associagdes foram consideradas estatisticamente significativas. Nao houve

diferenga entre as demais associagoes.

Tabela 5 — Relagéo entre 6rgaos que apresentaram Risco Relativo (RR) e Raz&o
de Chances (RC) acima de 1,00, e seus respectivos Intervalos de Confianga (IC)
com 95% de significancia.

Relagao entre 6rgaos RR IC (95%) RC IC (95%)
Figadofileo 1,00 (0,64 - 1,86) 123 (0,35-4,30)
F Jada/Placas de 1,40 (0.72-273) 200  (0,5-7.94)
eyer

Baco/Figado 1,40 (0,95 - 2,08) 378 (0,87 - 16,45)
Baco/Colon 113 (0,83 - 1,55) 189  (0,39-9,14)
Bago/ileo* 1,54 (1,02 -2,33) 464  (1,09-19,81)
EZ% Placas de 2,00 (1,18 - 3,33) 756  (1,63-3501)
Célon/Figado 1,25 (0,81 -1,93) 200  (0,52-7,65)
Célon/ileo 137 (0,86 - 2,16) 245  (0,65-9,26)
Célon/Placas de Peyer 1,74 (0,98 - 3,12) 400  (0,96-16,74)
ileo/Placas de Peyer 1,27 (0,64 - 2,59) 1,63 (0,41 -6,44)

(*) estatisticamente significativos
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Esperava-se que o bago apresentasse maior forca de associacdo em
relacdo aos demais orgaos. Contudo, o colon e o figado, que também
obtiveram altos valores proporcionais de positividade, ndo apresentaram o
mesmo comportamento. Em parte, esse resultado se deve ao numero de
amostras relativamente baixo utilizadas para obtencdo do IC. No entanto,
respeitando os delineamentos bioéticos, onde se estabelece o numero
reduzido de animais para experimentag¢ao, obtivemos resultados importantes
entre as associagdes baco/ileo e bago/placas de Peye, demonstrando que
mesmo com numero reduzido de amostras, essas relagcbes foram
significativas.

Embora as outras associagbes de 6rgaos nao demonstraram serem
significativas ao IC de 95%, os resultados obtidos sdo importantes pois
estabelecem um indicativo do comportamento da probabilidade e das
chances de positividade para as amostras deste trabalho. Possivelmente,
um aumento sutii no numero de amostras poderiam tornar essas
associagdes significativas.

Portanto, em estudos que se desejam utilizar a via IP para infecgao,
possivelmente a coleta de fragmentos do ileo e placas de Peyer ndo sejam
adequadas para confirmar a positividade de MAP. Entretanto, o bago por
apresentar maiores risco e chances de positividade, demonstrou ser um

orgao importante para avaliagdo da efetividade de inoculagao por via IP.

5.4 - Consideragoes finais

Desde a primeira detec¢cédo da paratuberculose em 1895, evoluiram as
pesquisas relacionadas a deteccdo do agente etioldégico e o controle da
doenca nos rebanhos mundiais, consideravelmente. No entanto, estudos
referentes a compreensao de sua patofisiologia ainda sao incipientes, devido
a falta de uma espécie animal padrdo como modelo experimental, e
inumeros fendmenos desencadeados durante a infecgdo ainda nao estarem
bem claros.

Esta pesquisa propbs avaliar a distribuicdo de MAP em diferentes

orgaos por meio da inoculagcdo de uma cepa virulenta pela via intraperitoneal
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em camundongos C57BL/6 que expressam gene de suscetibilidade para a
infeccdo por MAP.

Neste estudo, a auséncia de sinais clinicos e de lesdes histoldgicas
nos orgaos analisados (figado, bago, célon, ileo e placas de Peyer) nos
diferentes periodos de coleta nao foi atribuida exclusivamente a auséncia de
MAP. A positividade encontrada nesses 6rgéos, pela técnica de nested-
PCR, demonstrou DNA de MAP ao longo dos 120 dias de experimento. Foi
verificado ainda, que a infecgdo IP induziu uma distribuicdo sistémica de
MAP nos camundongos, resultando em uma alta positividade do bago e do
figado. Desse modo, a detecgdo de DNA de MAP em amostras de bago e
figado demonstrou ser fundamental para avaliar a distribuicdo do agente no
curso da infecgao. Dentre todos os 6rgaos analisados, o bagco apresentou
superioridade na proporcao dos positivos, apos 60 dias de inoculagdo. Ao
contrario do que se verifica em uma infec¢cao natural, o ileo e as placas de
Peyer tiveram as menores propor¢gbes de positividade. Em relagdo a
probabilidade de positividade durante o periodo experimental, o ileo teve a
maior probabilidade apenas aos 120 dias péds-inoculagdo. O baco
apresentou a maior proporgao de positivos seguido do colon. Ao contrario do
ileo, esse 6rgdo demonstrou ter alta probabilidade de ser positivo. Esses
resultados demonstram que MAP pode modificar seu padréao de positividade
entre os 6rgaos, possivelmente devido a capacidade de permanecerem no
interior dos macréfagos, retardando sua apresentagéo ao sistema imune do
hospedeiro e, permitindo uma maior distribuicdo entre os érgaos.

Ao correlacionar os 6rgaos em relagao ao risco e as chances de
positividade, valores estatisticamente significativos foram verificados nas
associagdes bagol/ileo e baco/placas de Peyer. E razoavel considerar que os
resultados de Risco Relativo e de Razdo de Chances, obtidos nesse estudo,
poderdo contribuir para a melhor compreensao da distribuicdo de MAP em
modelos experimentais durante o curso de uma infecgao sistémica.

Estes resultados servirdo para melhor compreensio da distribuicao
de MAP em diferentes tempos pés-inoculacdo e servirdo de suporte para
futuras pesquisas que busquem o melhor entendimento da interagdo do
patdogeno vs hospedeiro. Este estudo € o primeiro a correlacionar a

capacidade infectiva da cepa MAP66115-98 em camundongos C57BL/6 com
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a sua distribuicdo entre diferentes 6rgdos abdominais apds a inoculagao

intraperitoneal.
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6. CONCLUSOES

v" Nao foram verificadas alteragdes macroscopicas e microscépicas nos
orgaos de camundongos C57BL/6 infectados pela via IP com a cepa
MAP66115-98.

v" Duas placas de Peyer, uma coletada aos 90 dias e outra aos 120 dias
pos-inoculagdo tiveram marcagédo positiva de macrofagos pela técnica de
Ziehl-Neelsen e positividade pela nested-PCR.

v" Foi possivel detectar MAP em 64,9% dos 6rgdos de camundongos
por meio da técnica de nested-PCR.

v Independentemente do periodo de infecgdo, o bago, célon e figado
apresentaram superioridade nas propor¢des de positividades.

v' Verificaram-se diferencas nas proporgdes de positividade do baco,
figado, célon, ileo e placas de Peyer em relagdo aos tempos analisados pos-
inoculacéao.

v" O colon apresentou maior proporcao de positividade aos 30 dias pos-
inoculagao diminuindo aos 90 dias. O bago iniciou com essa proporgao aos
30 dias e permaneceu com a maior propor¢cao ao longo do experimento em
relagdo aos demais 6rgaos.

v lleo e placas de Peyer apresentaram as menores proporcdes de
positividade ao longo do periodo do experimento.

v O figado e o célon apresentaram mesma probabilidade de serem
positivos aos 30 dias de inoculacao, e o ileo tornou-se positivo apenas aos
120 dias.

v Os maiores valores de RR foram verificados nas relagdes entre
baco/placas de Peyer, célon/placas de Peyer, baco/ileo e baco/figado. Na
RC os maiores valores foram encontrados nas relagbes baco/placas de
Peyer, bacgol/ileo, bago/figado e célon/ileo. Contudo, apenas as relagdes

baco/placas de Peyer e baco/ileo apresentaram nivel de significancia de 5%.
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