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RESUMO

514 amostras de sangue bovino foram analisadas para deteccdo de anticorpos anti-
Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis, uilizando um kit comercial do teste ELISA
indireto. Os animais eram todos mesticos, machos e fémeas, classificados em dois grupos, de
acordo com a idade, menores ou iguais a 36 meses e maiores de 36 meses, provenientes de 23
municipios do Estado do Para. Além deste teste, também foram colhidas 100 amostras de
fragmentos de intestino delgado e de linfonodo mesentérico para andise bacterioldgica
através da coloracdo de Ziehl-Neelsen, a fim de identificar o Mycobacterium avium (subsp.)
paratuberculosis. As amostras foram colhidas aleatoriamente em matadouro da regido
metropolitana de Belém. No teste ELISA indireto, das 514 amostras de sangue tovino 182
(35,4%) foram reagentes para anticorpos anti-Mycobacterium avium  (subsp.)
paratuberculosis e 332 (64,6%) foram ndo-reagentes. Em todas as mesorregides encontraram:
se animais soropositivos. As fémeas com idade superior a 36 meses mostraram maior
respostas ao teste , 92,06% de animais soropositivos. Entre os machos, a maior prevaléncia
(76,79%), foi obtida nos mais novos, com idade abaixo de 36 meses. Das 100 laminas coradas
através do método de Ziehl-Neelsen, nenhum Mycobacterium sp. foi identificado. Conclui-se
assim, gque o elevado nimero de animais com anticorpos anti- Mycobacterium avium (subsp.)
paratuberculosis indica a presenca da doenca em todas as mesorregides estudadas, devendo-
se atentar aos riscos desta enfermidade, através de pesquisas mais abrangentes sobre a
Paratubercul ose, com aplicagéo de métodos diagndsticos diretos e indiretos.

Palavras chave: Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis, bovinos, ELISA, Ziehl-
Neelsen, Belém, Para, Brasil.
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ABSTRACT

514 blood samples from beef cattle were examined of to find anti- M. avium (subsp.)
paratuberculosis antibodies, using commercial ELISA test kit. The animals from samples
were al compous from cross between Indicusx Taurus race, between male and female, with
two age class, over 36 months old and below 36 months old, from of the 23 municipality of
Para State. Also were collected 100 samples of small intestine and mesenteric lymph nodes of
bacteriological test through Ziehl-Neelsen method to detect the M. avium (subsp.)
paratuberculosis. Were at random collected in saughterhouse of Belem. In ELISA tet,
through these 514 samples, 182 (35,4%) were seropositive and 332 (64,6%) samples were
seronegative. All the middle region were found soropositives animals. The female with over
36 morths old presented larger response test, of the 92,06% seropositives animals. Among
male the prevalency larger (76,79%,) were obtained between the most new, with below 36
months old. Of 100 samples stained through Ziehl-Neelsen method, not were found either
Mycobacterium spp.. The conclusion, is the biggest number of seropositive animals of anti-
M. avium (subsp.) paratuberculosis sign of disease is presented in all the regions studied,
watching the risks of this disease with the elaborate more covering studies about the

paratuberculosis with the appling of directs and indirects diagnosis methods.

Key words. Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis, cattle, ELISA, Ziehl-Neelsen.,

Parg, Brazil.



1. INTRODUCAO

A paratuberculose é uma doenca de carater crénico, que afeta ruminantes em geral
(Seffner, 1988). Apresenta uma forma clinica, quando se observa enterite cronica, perda de
peso e fraqueza que, geralmente leva o animal a dbito. E ainda uma forma subclinica, quando
ndo ha nenhum sinal da doenca, o entanto, ha eliminacéo do agente no ambiente tornando-se
uma fonte de risco ao rebanho ou animais proximos (Blood et al, 1983; Stehman, 1993).
Embora ainda ndo haja comprovacao cientifica, seu agente causador o Mycobacterium avium
(subsp.) paratuberculosis é incriminado na doenca em seres humanos, a Doenca de Crohn
(Stabel, 1998).

Muitos a consideram como uma doenca nova, emergente. No entanto, foi descoberta
em 1895 na Alemanha (Silva, 1990), quando permaneceu por muito tempo sem diagnostico
ou sendo diagnosticada de maneira errada, obtendo importancia mundial a partir do momento
em que proporcionou altos prejuizos econdmicos, principalmente nos rebanhos leiteiros de
grandes centros produtores, aumentando os custos sanitérios devido ao longo periodo de
enfermidade (Blood et al., 1983; Driemeier et al., 1999). Em alguns paises, apresentam perda
de aproximadamente US$ 100,00 por vaca, adém de uma reducéo de 700kg de leite por vaca
(Stephen et al., 1999).

Ainda ndo ha um teste padréo para o diagnéstico da paratubercul ose devido a natureza
crénica da enfermidade e os diferentes estdgios da doenca (Buergelt & Ginn, 2000). O
diagnostico da doenca, no entanto, é feito com maior frequiéncia através da cultura de fezes
dos animais suspeitos, porém este exame é demorado devido a caracteristica de crescimento
lento da bactéria, 0 que pode levar meses até o diagndstico final (Carter, 1988). Por isso,

atualmente, 0 ensaio imunoenzimatico (ELISA) esta sendo usado, como o teste de eleicéo



devido sua praticidade, baixo custo, proporcionando a realizacdo de exame de um grande
nimero de amostras de uma so vez (Van Maanen et al., 2002). O que apresenta um papel
significativo nos programas de controle internacionals (Dargatz et al., 2002).

No Brasil, a preocupacdo com a doenca ainda é discreta. Pois, € observado o crescente
nimero de publicacBes de trabalhos cientificos no pais, principalmente na Regido Sudeste -
Rio de Janeiro e Minas Gerais - e Regi&o Sul do Brasil - Santa Catarina e Rio Grande do Sul -
apenas a partir da Ultima década (Driemier et al.,1999).

Faz-se necessario o conhecimento da prevaléncia da paratuberculose no pais, e,
sobretudo em nossa regido, a fim de combaté-la o quanto antes, evitando que se torne uma
ameaga nacional. E importante uma maior preocupacdo cientifica local, através de
levantamentos de dados reais sobre a sua prevaléncia, evitando graves prejuizos econémicos a

pecuaria daregido Norte e de outras regides do Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HISTORICO

O Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis (MAP) foi descoberto por Johne e
Frothingham em 1895 (Carter, 1988). Sendo observado primeiramente em lesdes intestinais
de bovinos e confundido com o bacilo tipo aviério, em Dresdem, na Alemanha (Silva, 1990).
A doenca entdo, foi considerada uma forma especial de tuberculose e somente onze anos
depois, em 1906, na Dinamarca, Oluf Bang, descartou esta possibilidade (Carter, 1988; Silva,
1990). Em 1910, Twort isolou e cultivou o bacilo pela primeira vez, em meios artificiais
(Corréa & Corréa, 1992).

No Brasil, Dupont, em 1915 observou a paratuberculose em bovinos importados
(Silva, 1990). Em 1961, Silva e Pizelli observaram a doenca clinica em bovinos da raca
Jersey, em Petrépolis-RJ, cultivando posteriormente, o MAP em ovos embrionados. Em 1979,
foram relatados dois casos no Estado de Santa Catarina, um caso de bovino importado e outro
em bovino nascido no Brasil, em diferentes regides daguele Estado (Corréa e Corréa, 1992).

A preocupacdo com o desenvolvimento da doenca no pais tem sido mais freguiente, o
gue é observado através de um maior nimero de publicacdes realizadas sobre os aspectos
clinicos e patologicos (Driemeier et al.,1999), sobre a deteccdo da doenca através de
isolamento da bactéria (Gomes et al.,2002b) e testes soroldgicos (Ferreira et al.,2002a;

Ferreiraet al.,2002b).



2.2. ETIOLOGIA

A paratuberculose ou enterite paratuberculosa ou doenca de Johne, como também é
conhecida, é causada pelo MAP (Silva, 1990). Antes conhecido apenas como Mycobacterium
paratuberculosis, porém, a Associacdo Internacional de Paratuberculose prop6s sua
reclassificagdo, como subespécie do M. avium passando a ser chamado mundia mente como
Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis (Collins & Manning, 2003).

Quanto ao crescimento, suas coldnias aparecem entre quatro a 12 semanas, levando
assim, meses desde o cultivo até a sua identificacdo (Carter, 1988). Seu meio de cultura
necessita da incorporacéo, de um fator de crescimento, chamado micobactina, derivado de
uma micobactéria apatogénica, a Mycobacterium phlei (Carter, 1988; Manual Merck, 1997).
Isto torna uma caracteristica importante para a sua identificagcdo, pois, muitas micobactérias
s80 capazes de produzir por S mesmas a micobactina, porém, o MAP ndo possui esta
capacidade, necessitando deste fator para crescer em laboratério (Manual, 1996).

O MAP é um microrganismo aerdbico que se apresenta na forma curta, grossa e ndo-
esporulada (Carter, 1988; Silva, 1990). Com o tamanho variando entre 0,3 a 2 pum de largura
(Seffner, 1988). E um bastonete intracelular &cido-resistente, encontrado em aglomerados no
interior de macrofagos, na lamina propria intestinal, e nas fezes de ruminantes infectados
(Stehman, 1993), sendo esta mais uma de suas caracteristicas para observacdo em
microscopio, pois este agente € encontrado em grupos de trés ou mais organismos (Manual,
1996).

Quanto a sua sobrevivéncia, estudos demonstraram uma maior sobrevivéncia em solo
Umido ou alagado comparado com o solo seco exposto a temperaturas elevadas (Schoroen et

al., 2002). Nas &guas fluviais e em pocas d’ agua, € relatado um periodo de cinco ou nove



meses (Chiodini et al., 1986). Na &gua esterilizada sobrevive por mais de nove meses (Silva,
1990). Nas fezes e no solo aproximadamente um ano (Chiodini et al., 1986; Manual Merck,
1997). A sobrevivéncia é inibida pela exposi¢céo a luz do sol, calor, urina, e pelo processo de
ensilagem (Stehman, 1993).

A resisténecia aos &cidos e aos dcdlis, é tomada como uma de suas caracteristicas de
classificacéo: bacilo dcool-acido resistente. Possui resisténcia ainda ao cloranfenicol e a
penicilina, a qual € adicionada aos meios de cultura a fim de evitar crescimento de outros
agentes (Silva,1990). E destruido pelos cresois a 5% em duas horas, pelaformalinae o lisol a

5% em 10 minutos (Manual Merck, 1997).

2.3. PATOGENIA

ApGs aingestdo de alimentos ou &gua contaminada com o MAP, estes véo localizar-se
na mucosa do intestino delgado, em sua porcéo final, predominantemente na regido ileoceca,
e nos linfonodos associados (Silva, 1990; Corréa & Corréa, 1992).

Ao chegarem no |imen intestinal, os MAPs sdo capturados pelas células M que
revestem as placas de Peyer, |a porém, ndo chegam a ser digeridos, por possuirem em sua
camada externa um elevado conteldo de lipidios (Stehman, 1993), ha multiplicacdo da
micobactéria, causando um aumento de volume celular e deslocamento de seus nucleos para
os pdlos, dispondo os macrofagos em associagdes ou acumulos celulares, tomando caréter de
célula epitelidide. Ha entdo, morte dos macrofagos e liberacdo das bactérias, que novamente
sdo fagocitadas, provocando acumulos de macrofagos carregados de bactérias nas vilosidades

e posteriormente nas camadas profundas da lamina prépria. Assim como, aumento de volume



das vilosidades. As glandulas da |lamina propria desagregam-se e, séo em parte destruidas por
atrofia (Seffner, 1988).

A ruptura da arquitetura mucosa normal e dos linfaticos associados pelos macrofagos,
linfocitos e mondcitos recrutados provoca a distor¢do das vilosidades e criptas. A atrofia da
vilosidade conduz a ma absorcéo das proteinas (Stehman, 1993).

Em conseqliéncia ap escoamento persistente da proteina no Iimen do jejuno, observa-
se fragueza muscular, hipoproteinemia e edema, com a membrana mucosa tornando-se
enrugada e engrossada devido as células epitelidides e gigantes, contendo varios
microrganismos que podem ser eliminados com as fezes (Carter, 1988).

Ha excessiva producdo loca de 1gG na mucosa intestinal, formando complexos
imunes, que possuem atividade quimiotaxica direcionada para os macrofagos, podendo
provocar a degranulacdo dos mastécitos, e liberacdo de histamina, o que resulta na inflamacéo
e vasodilatacdo local, implicando na patogénese da diarréia, na paratuberculose (Stehman,
1993).

Os microrganismos ndo produzem toxina, agem como corpo estranho e estimulam a
formacdo de células conjuntivas, e as lesdes se apresentam com acumulo de células
epitelioides, de células gigantes, linfocitos e polinucleares. N&o ha necrose, nem formacéo de
tubércul os (Carter, 1988).

Dependendo da resistércia do animal, a infeccéo é eliminada ou o animal permanece
infectado como um portador sdo. Os portadores sub-clinicos excretam um nimero variavel de

MAP nas fezes (Manual, 1996).



2.4. EPIDEMIOLOGIA

A doenca afeta ruminantes doméstico - bovinos, bubalinos, ovinos e caprinos - e
ruminantes selvagens, como antilopes, camelos e lhamas (Blood et al., 1983). Os bovinos
tanto os destinados ao corte quanto ao leite sdo acometidos (Stehman, 1993), assim como
cavalos, suinos, veados e alpaca (Manual, 1996).

Os suinos gque vivem em comum com 0S ruminantes doentes podem apresentar
infeccdo inaparente (Silva,1990), observada pelo aumento dos linfonodos mesentérios, de
onde os microrganismos podem ser isolados (Blood et al., 1983).

A ocorréncia independe de sexo, idade, clima ou estacéo do ano. Os bezerros séo mais
susceptiveis a infeccdo, sendo acometidos com poucos meses de vida, vindo a aparecer os
sintomas clinicos somente apds os dois anos de idade (Corréa & Corréa, 1992; BegaraMc
Gorum et al.,1998; Jakobsen et al., 2000). Isso se da devido ao longo periodo de incubacdo
que decorre aproximadamente dois anos entre a época de contégio e 0 aparecimento dos
primeiros sintomas (Silva, 1990; Begara-Mc Gorum et al.,1998; Jakobsen et al., 2000).

A maioria dos animais expostos a0 MAP torna-se portador inaparente, sem manifestar
a doenca clinica, eliminando intermitentemente os microrganismos, em niveis geramente
baixos e, por isso, permanecendo ignorada (Silva, 1990; Stehman, 1993). Os animais
portadores excretam os microrganismos nas fezes 15-18 meses antes dos sinais clinicos
surgirem (Blood et al., 1983).

Os animais criados em ambientes contaminados podem se tornar disseminadores
permanentes ou tempordrios, sem serem acometidos clinicamente pela doencga. (Blood et al.,
1983). Os bovinos de corte apresentam menor prevaléncia de infec¢do, em comparago ao

gado leiteiro, devido a situacéo de criagdo mais intensivamente estabulado (Stehman, 1993).



No entanto, estudos realizados na Republica Tcheca, baseados em exame soroldgico e
cultura fecal, em gados de corte criados extensivamente e vacas leiteiras confinadas em
estdbulos, indicaram uma prevaléncia similar em ambos os grupos (Y ayo Ayele et al., 2002).

A introducdo da doenca em um rebanho se faz geramente por portadores sub-
clinicamente infectados (Manual Merck, 1997), que eiminam o agente em quantidades
peguenas e de forma constante, contaminando o ambiente significativamente, disseminando a
infeccao por todo o rebanho (Stabel, 1998).

A transmissdo ocorre através da ingestdo de alimentos e &gua contaminados pelas
fezes de animais acometidos (Blood et al., 1983; Seffner, 1988). Assim como, apés a difuséo
no leite (Seffner, 1988). E ainda, da mée ao vitelo no Utero (Lambeth et al., 2002). Ha relatos
da transmissdo pelo leite que alimenta os bezerros (Yayo Ayele et al., 2002) e de qgue o MAP
também pode ser encontrado em leite de vaca, pasteurizado dentro dos padrdes internacionais
(Klausen et al, 2002).

No sémen e nas glandulas sexuais acessorias de touros infectados, também foram
recuperados microrganismos, no entanto, ainda ndo se demonstrou a transmissdo da doenca
através destes (Ramos et al., 1986).

A paratuberculose chega a muitos paises por meio da importacdo de lotes de animais
de raga pura, porém contaminados (Blood et al., 1983); como exemplo cita-se a Eslovénia. Na
gual em 1961 a paratuberculose foi relatada em vacas Jersey importadas e entre os anos de
1997 e 2002 foi observado um crescimento para 11,59% dos rebanhos bovinos portadores da
doenca (Ocepek et al., 2002).

Na Republica Tcheca, desde 1990, ha uma crescente prevaléncia da doenca desde que
passou a importar animais portadores da micobactéria, clinicamente saudaveis. Em estudos
realizados foi encontrada 52,5% (53/101) de prevaléncia no rebanho bovino de corte e 54,7%

(52/95) em vacas leiteiras (Yayo Ayele et al., 2002).



A paratuberculose € uma doenca de ocorréncia mundial (Manual, 1996). Na Europa
encontra-se disseminada entre os bovinos (Blood et al.,1983.). Na Bélgica, através de um
teste ELISA comercia, foram encontrados animais positivos em 10% de rebanho leiteiro,
11% em um rebanho misto e 3% em um rebanho destinado a carne (Boelaert et al., 2000).

Em Portugal, a doenca foi confirmada em 56% nos gados da localidade de Alentgjo
(Ferreiraet al., 2002d).

A enfermidade esta difundida entre os rebanhos leiteiros na Dinamarca. Um
levantamento sorolégico realizado em 900 rebanhos, equivalente a 7,5% de todo o rebanho
leiteiro do pais, mostrou que 70% das amostras encontravamse positivas para o teste de
ELISA (Nielsen et al., 2000).

Estudos redlizados em amostras de leite pasteurizado, no Reino Unido, observaram
niveis baixos de paratuberculose. Estudos anteriores, sobre a regido Norte-Central da Espanha
relataram uma prevaléncia de infeccdo sub-clinica de 3% no gado. Recentemente, estudos
realizados em toda Espanha, através de técnicas de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
em tanques de leite, indicaram uma prevaléncia de 47,6% (Sevillaet al., 2002).

L evantamento sobre a doenca em tangues de leite em diferentes regides em Zurique,
na Suica, apresentou uma prevaléncia de 19,7% nas amostras (Corti & Stephan, 2002).

Na Franca, a paratuberculose ja foi relatada e atualmente, h4 um intenso trabalho para
controlar a enfermidade (Couquet, 2002).

Em fazendas leiteiras no nordeste da Itdlia foi obtido prevaléncia de 3,5% de animais
acometidos pela doenca (Robbi et al., 2002).

NaNoruega, a prevaléncia € relativamente baixa para a paratuberculose (Nielsen et al.,
2000). Assm como na Suécia, porém, os animais infectados sdo todos provenientes de
rebanhos de corte (Sternberg et al., 2002a) e as fazendas leiteiras sdo consideradas livres da

enfermidade (Sternberg et al., 2002b).



Em Missouri, continente americano, 89 rebanhos foram submetidos ao teste de
ELISA, sendo que, 74% do rebanho de leite, mostraram se positivos e 40% do rebanho de
carne reagiram positivamente (Thorne & Hardin, 1997). No Texas, foi apresentada uma
positividade de 43,5% no gado de corte, com maior prevaléncia nas regides Sul e Central
(Roussal et al., 2002). Na Califdrnia, 1950 amostras sanguineas, proveniente de rebanhos
leiteiros de trés regides geograficas daquele pais, através de um kit ELISA comercial,
encontraram uma soroprevaléncia de 6,9% na regido norte, 3,7% na regido central e 5,2 na
regido sul da Cdiférnia (Adaska & Anderson, 2003).

No continente asiético, também ha relatos da doenca. Em Israel, um estudo realizado
em fazendas leiteiras observou uma positividade em diferentes periodos de lactacdo (Chaffer
et al., 2002).

Y okomizo et al., (2002), relatam que no Japdo, 1,6% do gado leiteiro e 2,6% do gado
de corte esta infectado com o MAP. Com uma média anual de 212 casos da doenca clinica
nos ultimos cinco anos (Collins & Manning, 2004).

No continente oceanico, a Austrdlia é considerada zona livre da doenca entre gado,
camelideos, ovelhas e cabras desde outubro de 1999 (Cousins et al., 2002).

Estudo realizado no continente africano foi observado que na Republica da Tunisia
dados de doenca apenas em camelos. Na Republica de Zdmbia a paratuberculose € relatada
como sendo um problema maior nas ovelhas que nos bovinos. E na Africa do Sul, a doenca
tem sido relatada em ovelhas e gados com focos isolados em rebanhos na regido Umida
(Collins & Manning, 2004).

A paratuberculose também esta presente na Ameérica do Sul. No Uruguai, em sua
regido leiteira mais importante, foi observada uma elevada propagacdo da doenca entre os

rebanhos bovinos (Piaggio et al., 2002).



Na Argentina, entre os anos de 1992 e 2002, através do teste de ELISA indireto, foi
observado em bovinos, cervos e ovinos, uma prevaléncia de 26,5% de animais portadores na
producéo de carne e 56% dos animais para producdo de leite em Buenos Aires, 7% em Rio
Negro, 2,4% em La Pampa, 1% em Corrientes, 0,2% em La Rioja e 0% em Neuquém,
demonstrando uma importante prevaléncia da paratuberculose neste pais (Paolicchi et al.,
2002).

Em um outro estudo realizado na Argentina em 2003, através de diferentes métodos
diagnésticos, utilizando 24 vacas selecionadas aeatoriamente, todas sem sinais clinicos da
doenca, provenientes de um rebanho com histérico de presenca da enfermidade, foi
constatado 41,6% dos animais positivos para teste de ELISA, com isolamento de grupos de
MAP no leite de dois animais e nas fezes de sais animais, dos quais, cinco foram positivos
parao ELISA (Paolicchi et al., 2003).

No Brasil, a entrada da doenca foi relacionada a importagdo de bovinos infectados.
Tendo relatos de diagndstico em bovinos importados e também em bovinos nascidos no pais,
filhos de pais importados (Silva, 1990).

N&o ha nenhuma estimativa de prevaléncia da doenca no pais inteiro. No entanto, ha
seis descricOes na Regido Sudeste - Rio de Janeiro e Minas Gerais e duas, na Regido Sul -
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Driemier et al.,1999).

Recentemente, na Regido Sul do pais, especificamente no Estado do Rio Grande do
Sul, aenfermidade foi detectada através de um teste ELISA, em 39,4% dos bovinos estudados
(Gomes et al., 2002a). Em um outro estudo na mesma regido, em um rebanho infectado, no
qua a maioria das vacas foram importadas da Argentina, a micobactéria foi isolada de
amostras intestinais e linfonodos de oito vacas leteiras, no qual 11,4% (26/228) foram

positivas para o teste de Teste de Imunodifusdo em Agar Gel e 39,8% (125/314) das amostras



mostraram-se positivas e 14,9% (47/314) mostraramse suspeitas em um teste ELISA
comercial (Gomes et al.,2002b).

No Estado do Rio de Janeiro, através de um kit ELISA comercial, 18% dos animais
mostraram-se positivos para a paratuberculose, (Ferreiraet al., 2002b). E, posteriormente, em
outro estudo, utilizando 179 soros de vacas leiteiras nascidas no Rio de Janeiro, 103
mostraram-se positivas em um ELISA comercial, sugerindo assim, a presenca do agente entre
os rebanhos brasileiros (Ferrerira et al., 2002c).

Em paises desenvolvidos com grande producéo leiteira a doenca € uma barreira para a
venda do gado no mercado de exportacdo (Wraight et al., 2000).

Alguns autores apontam o MAP como o agente envolvido naileocolite granulomatosa
de humanos, conhecida tanmbém como, Doenca de Crohn (Chiodini et al., 1986). Estudos de
hibridizacdo do DNA demonstraram intima homologia com o M. avium spp e possivel relacéo
com isolados micobacterianos de alguns casos de moléstia de Crohn em seres humanos

(Stehman, 1993; Jones et al.,2000).

2.5. SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos sdo observados somente nos animais adultos. Nas fémess,
geralmente, entre 0 segundo ou terceiro parto (Ramos et al., 1986). Fatores de estresse como 0
parto, parasitose intensa, grande producdo leiteira, e ma nutricdo, podem precipitar o
surgimento da doenca (Corréa & Corréa, 1992; Stehman,1993). O curso clinico geralmente se

prolonga, por trés meses, ou mais (Manual, 1996).



Classicamente, a paratuberculose, provoca uma diarréia cronica ou intermiterte, de
coloracdo esverdeada, de consisténcia homogénea, sem sangue, fibrina, fragmentos de tecido
epitelial, muco, odor incomum ou dor abdominal (Blood et al., 1983; Ramos et al., 1986;
Driemeier et al., 1999). Tende a melhorar na gravidez avancada, para reaparecer de forma
grave logo apos o parto (Blood et al.,1983; Ramos et al., 1986; Manua Merck, 1997).

Inicialmente, os animais afetados tém bom apetite e sinais vitais nhormais (Silva,
1990). Porém, € perceptivel uma pequena diminuicdo da producdo de leite. No estagio
avancado da doenca, quando a diarréia j& se mostra severa, a producdo leiteira ndo atinge os
nivels esperados, ha também, edema ventral e intermandibular devido a uma hipoproteinemia,
perda de peso e subdesenvolvimento, a pelagem mostra-se sem brilho, alopécica e ressecada
(Blood et al., 1983; Silva, 1990; Stehman, 1993; Manua Merck, 1997; Driemeler et al.,
1999).

Finamente, h4 anorexia, desidratacdo, debilidade e em alguns casos, morte (Stehman,
1993; Manua Merck, 1997).

Devido a0 baango energético negativo, ha diminuicdo do crescimento e
desenvolvimento do corpo |Uteo, alterando a reproducédo (JohnsortIfearulund et al., 2000).

Salmonelose, parasitoses gastrointestinais e deficiéncia secundéria de cobre, devido ao
excesso de molibdénio, diarréia viral bovina crénica e amiloidose renal devem ser

consideradas no diagnoéstico diferencial da doenca (Stehman, 1993; Driemeier et al., 1999).



2.6. PATOLOGIA

Nos animais infectados acontecem mudancas imunolégicas e morfoldgicas.
Apresentam trés estégios: (1) subclinico, sem eliminacdo do agente, (2) subclinico, com
eliminacdo e (3) clinico e intermitente, com eliminacdo permanente do agente. Cada estégio

associado com mudangas patol 6gicas (Buergelt & Ginn, 2000).

As lesBes macroscopicas sdo principalmente encontradas no intestino delgado e nos
linfonodos associados (Driemeier et al., 1999). O local mais comum é a parte terminal do ileo,
muito embora sgja comum alteragOes no restante do intestino delgado e grosso, assim como,

nos linfonodos mesentéricos (Jones et al.,2000).

A vdavula ileocecal mostra-se inflamada e aumentada de tamanho 15 a 20 vezes
(Silva, 1990). Os linfonodos mesentéricos afetados tornam-se hipertrofiados, edematosos, e
paidos, com fraca distin¢éo corticomedular. Nos casos avangados ha enterite granulomatosa
difusa ou segmentar que afeta o trato intestinal desde o duodeno até o reto, porém € bastante

comum ser encontrada no ileo distal (Stehman, 1993).

Podem ocorrer ainda, mineralizacdo da parede de artérias, com presenca de placas
esbranquicadas, opacas, irregulares que se salientam na superficie interna dos grandes vasos
(Driemeier et al., 1999).

Classicamente, a mucosa tem aparéncia enrugada, apresentando um aumento na
espessura da parede intestinal de trés a quatro vezes a mais que o norma, ficando com o

aspecto das circunvolucdes cerebrais (Blood et al., 1983; Silva, 1990; Driemeier et al., 1999).

N&o héa ulceragdo ou descontinuidade na superficie da mucosa, nem nodulos, como
ocorre na tuberculose (Seffner, 1988). N&o ocorrem lesdes nos fetos infectados mas o

microrganismo pode ser isolado das visceras, da placenta e do Utero (Blood et al., 1983).



Na microscopia as principais ateracdes observadas estédo no intestino delgado, nos
vasos linfaticos e nos linfonodos mesentéricos, apresentando enterite, linfangite e linfadenite
granulomatosas. No intestino, a lesdo é principalmente observada na mucosa e submucosa do
jejuno e ileo com presenca de infiltrado inflamatério assumindo aspecto epitelidide ou células
gigantes de Langhans, contendo grande quantidade de bacilos dcool-é&cido resistentes,

observados através da técnica de Ziehl-Neelsen (Driemeier et al., 1999).

2.7. DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico pode ser realizado através da sintomatologia clinica, associada
aos dados epidemiol 6gicos, que sugerem a existéncia de paratubercul ose no rebanho (Gomes,
et al 2002b).

No entanto, o diagndstico laboratorial da paratuberculose tem sido a principal
ferramenta para elucidar os casos suspeitos. Porém, a demonstracdo do agente em grandes
guantidades nos esfregacos, no material de bidpsia e de raspado de mucosa é necessario. Por
isso, atualmente, ha um desenvolvimento progressivo de testes soroldgicos e moleculares a
fim de facilitar e agilizar o diagnostico da paratubercul ose(Jones et al., 2000).

Didadicamente neste texto os métodos diagnosticos estdo divididos em métodos

diretos e indiretos.



2.7.1. Método Direto

E o méodo de deteccio do agente que inclui a baciloscopia, cultura, exame
histolégico do tecido avo, intestino delgado e linfonodos mesentéricos, além de provas
genéticas (Buergelt & Ginn, 2000).

A baciloscopia consiste na visualizagdo microscopica de bactérias provenientes de
preparagoes finas de fezes ou fragmentos da mucosa retal ou intestinal, preferencialmente o
ileo, e linfonodos mesentéricos do animal morto e da mucosa retal do anima vivo, corada
pela técnica de Ziehl-Neelsen. O bacilo da paratuberculose € encontrado em tamanho menor
gue as formas sapréfitas e em forma de grumos (Silva, 1990; Manual,1996).

A cultura kecteriana apresenta-se como um teste mais sensivel durante os estagios
clinicos. Porém, o tempo necess&rio para o0 isolamento do agente, pode variar de 4 a 16
semanas (Stehman, 1993). E realizada em meio de Herrold contendo micobactina, observando
colénias muito pequenas, incolores, trandlcidas e hemisféricas com suas margens
arredondadas (Manual, 1996).

As culturas da bidpsia de linfonodos mesentéricos ou ileocecais sdo testes sensiveis
para o diagnéstico da paratuberculose clinica e sub-clinica (Carter, 1988; Manual Merck,
1997; Benedictus et al., 2000). A cultura de fezes é o teste menos sensivel, devido aos erros
de amostragem relacionados a selecdo dos espécimes, e dos transtornos do processamento
(Stehman, 1993). Suas desvantagens estdo relacionadas a eliminacéo intermitentemente do
agente pelos animais infectados, o hipercrescimento de culturas com contaminantes, o tempo
necess&rio para o isolamento do agente (Stehman, 1993). E a presenca de germes &cido-

resistentes saprofitos nas fezes (Silva, 1990).



Recentes desenvolvimentos nos testes diagndsticos envolvem o uso da Reacdo em
Cadeia da Polimerase - PCR, um teste relativamente rapido, quando comparado com os
meétodos tradicionais de cultura e oferece especificidade elevada tanto nos estégios clinicos e
sub-clinicos (Gasteinner et al., 2000).

Para a deteccéo da paratuberculose, atualmente, tem-se usado a seqiiéncia de inser¢éo
1S900, esta sequéncia é especifica para Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis.
(Collins et al., 2003). No entanto, o ato nivel de especificidade € prejudicado devido a
problemas encontrados durante a preparacéo das amostras, como a extragdo da micobactéria
da amostra, particularmente quando esta € encontrada em pegquena quantidade (European

Commission, 2000).

2.7.2. Mé&odo indireto:

O método indireto € o método de deteccdo de imunidade, conferida pelos anticorpos
especificos no soro sanguineo/células imuno-mediadas. (Buergelt & Ginn, 2000),
desenvolvidos durante ainfec¢éo, como resposta relacionada ao estagio da doenca e o tipo de

lesdo observada (Harris & Barletta, 2001).



2.7.2.1. Testes sorol6gicos

Os testes sorolégicos permitem estudar uma grande quantidade de animais em um
periodo curto de tempo, tornando-se importantes em programas de controle devido sua
praticidade (European Commission, 2000; Dargatz et al., 2002).

Os testes mais comumente usados para diagnostico da paratubercul ose séo: o teste de
Fixacdo do Complemento (FC), o teste de Imunodifusiio em Agar Gel (IDAG), o teste de
dosagem de Gama Interferon (AFN) e o Ensaio Imunoenzimético (ELISA) (Manual, 1996;

Van Maanen et al., 2002).

a) Teste de Fixagdo do Complemento (FC)

O teste de FC foi o teste padréo usado para bovinos por muitos anos. Era bastante
utilizado nas suspeitas clinicas, possui baixa sersibilidade e especificidade sendo descritas
reacoes cruzadas com outras espécies bacterianas (Gomes, 2002). Por isso, ndo é indicado
para uso em rebanhos para o controle da doenca (Manual, 1996). Porém, na Europa, ainda &
bastante usado em animais para importacdo e exportacéo de bovinos (European Commission,

2000).



b) Teste de Imunodifusdo em Agar Gel (IDAG)

Este teste baseia-se na visualizagdo da precipitagdo do complexo antigeno-anticorpo
em uma placa de gel de Agar. E uma técnica rapida. Porém, seu uso foi desaconselhado por
apresentar baixa sensibilidade e especificidade (Riemann & Abbas, 1983; Chiodini et al,
1986). Sendo usado atualmente, apenas como método confirmatério apenas para 0s animais

clinicamente suspeitos (Ferreira et al., 2002a).

C) Teste de dosagem de Gama interferon (AFN )

O teste de dosagem de Gama-interferon esta baseado na deteccdo de uma citocina
soltvel no plasma, o interferon gama, que € liberado de linfécitos T sensibilizados como
resposta a um antigeno especifico (Wood et al, 1989 apud Gomes, 2002). A estimulagdo de
linfocitos é realizada através da Proteina Purificada Derivada Aviaria (PPD), para detectar
animais com infeccdo sub-clinica (Manual, 1996). Pode ser usado para diagnosticar estagio
precoce da doenca, juntamente com o teste de ELISA e cultura bacteriol6gica (Paolicchi et

al., 2003).

d) Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

No ELISA indireto, sdo usadas placas plasticas sensibilizadas com o antigeno que, apos
blogueio, reagem com os anticorpos da amostra teste. O complexo antigeno-anticorpo €
revelado por um segundo anticorpo, o conjugado anti-imunoglobulina, ligado a uma enzima

gue catalisa a reacdo que € medida pelo espectrofotémetro (Sanchez, 1996; Gomes, 2002).



Atuamente, o0 ELISA, é visto como teste sorolégico de eleicdo para o diagnostico da
paratuberculose, pela conveniéncia da colecéo de amostras, procedimento laboratorial rapido
e baixo custo, principalmente, para anaisar rebanhos (European Commission, 2000; Buergelt
& Ginn, 2000; Van Maanen et al., 2002). Por apresentar sensibilidade e especificidade
elevadas para a identificacdo de anticorpos sangliineos anti- Mycobacterium avium (subsp.)
paratuberculosis. E capaz de detectar a doenca sub-clinica (Michel & Bastianello, 2000). O
gue tem proporcionado 0 uso em animais a partir de dois anos de idade apresentando bons
resultados (European Commission, 2000).

Porém, o estagio da doenca pode afetar o resultado do teste, com melhor desempenho
do teste observado nos animais que mostram sinais clinicos e eiminacdo intensa de
microrganismo, ou segja, no estagio clinico da doenca (Gasteiner et al., 2000; Whitlock et al.
2000; Paolicchi et al, 2003).

A especificidade se torna elevada pela absor¢éo do soro com outra micobactéria, a
Mycobacterium phlei, o que remove 0s anticorpos ndo-especificos, evitando assim, as reagoes
cruzadas contra os antigenos do MAP (European Commission, 2000).

Os testes comerciais que incorporam antigenos mais especificos a MAP proporcionam
uma sensibilidade de deteccdo entre 70 a 80% e uma especificidade entre 89 a 95% (Stabel,
1998). Existem diversos testes de ELISA no comércio, tanto para a detec¢éo de anticorpos em
amostras de sangue, como em amostras de leite. Este Ultimo mostra se bastante pratico devido
a conveniéncia e facilidade de coleta (Klausen et al., 2002).

O que se observa atuamente € 0 uso comum do teste de ELISA conjuntamente com

outros métodos diagndsticos tais como a cultura fecal (Stabel, 1998).



2.7.2.2. Teste de hipersensibilidade

O teste dérgico, intradérmico, € realizado através de produtos micobacterianos como
os Derivados Protéicos Purificados (“Purified Protein Derivative’- PPD), tuberculina aviaria
ou ajonina (extrato de MAP). E um teste de sensibilidade, em que os animais infectados com
0 MAP produzem uma resposta mune do tipo celular quando entram em contato com 0s
produtos microbianos - PPD, tuberculina aviaria e jonina (Stehman, 1993).

A dose inoculada é de 0,2 ml na pele do pescoco, com a leitura sendo realizada 48
horas apds a inoculacdo. A reacdo € positiva quando apresenta uma tumefacdo quente e
dolorosa com espessamento superior a 3mm, medida pelo paguimetro ou cutimetro, duvidosa
guando encontra-se entre 2 e 3 mm e negativa com menos de 2 mm (Silva, 1990). A melhor
visualizagdo da reacdo local é indicada na regido cervical comparada a regido da dobra da
cauda (Antognoli et al., 2002).

Este teste ndo se mostra Util por ocorrerem com freqiiéncia resultados fal so-positivos e
faso-negativos (Stehman, 1993). Devido a reacdo antigénica cruzada ocasionada pela

presenca de micobactérias presentes no meio ambiente (Harris & Barletta, 2001).

2.8. CONTROLE E PROFILAXIA

N&o h& tratamento especifico para a paratubercul ose (Silva, 1990). Mesmo em animais

tratados com antibioticos, a doenca mostra-se refrataria ao tratamento (Driemer et al., 1999).



Devido as micobactérias possuirem o seu exterior complexo o que contribui para aresisténcia

amuitos agentes antimicrobianos (Murphy et al.,2002).

O controle e a erradicacdo da paratuberculose dependem da execucdo das préticas que
l[imitam o risco da transmissdo da doenca, como um bom manejo (Manual Merck, 1997,
Wraight et al., 2000). Além do que, devem ser adotadas medidas preventivas, como testes
diagnosticos, limitacdo do movimento animal entre as fazendas e vacinacdo (Benedictus et al.,
2000). A vacina, evita a doenca clinica, mas ndo previne a infeccdo (Manual, 1996;

Benedictus et al., 2000).

Mundiamente, as medidas de controle sdo baseadas em abate dos animais positivos
(Manual Merck, 1997), separacdo da mée imediatamente apOs o nascimento dos filhos de
vacas positivas, alimentacdo com colostro pasteurizado ou proveniente de vacas negativas.
Aquisicdo de animais de areas com certificagéo livre da doenca (Sternberg et al., 2002b). A
separacdo dos animais adultos e jovens € importante, evitando a transmissdo entre 0s grupos,

principalmente, pela agua de beber e alimentos contaminados pelas fezes (Stehman, 1993).

Os cochos devem ficar em posicdes altas, assim como, evitar que a pastagem sejafeita
em capim muito curto, aém do fechamento do pasto contaminado por um periodo de trés

anos (Sternberg et al., 2002b).

Na industria de inseminacdo artificial, medidas de profilaxia também sdo tomadas para
gue a doenca ndo constitua ameaca, como a aguisicdo de touros somente de rebanhos livres de
paratuberculose, coleta de sémen livre de contaminacdo, realizacdo de culturas de fezes de
todos os touros a cada seis meses. Assm como, isolamento dos reprodutores positivos na
cultura e eliminagcdo do seu sémen estocado depois da Ultima cultura negativa (Ramos et al.,

1986).



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Diagnosticar a paratuberculose em bovinos de corte procedentes de criatorios do

Estado do Para

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Utilizar um kit ELISA comercia para a deteccdo de aglutininas anti- Mycobacterium
avium (subsp.) paratuberculosis em bovinos de corte;
Determinar o indice de soropositividade dos animais de acordo com a mesorregido, o

sexo e a idade;
Identificar o Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis, através da baciloscopia

com coloracdo de Ziehl-Neelsen



4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANIMAIS:

Os animais em estudo eram todos de aptiddo para corte, provenientes de 23
municipios (figura 1), de cinco mesorregides do Estado do Para (tabela 1), destinados ao abate
em um matadouro da Regido Metropolitana de Belém, Estado do Para.

Foram utilizadas 514 amostras de sangue bovino de rebanho de corte, machos e
fémeas (tabela 2), sem distincéo de raca, classificados em dois grupos, de acordo com aidade,
menores ou iguais a 36 meses e maiores de 36 meses (tabela 3). Todas as amostras foram
colhidas aleatoriamente.

Dentre os 514 animais, foram escolhidos, aleatoriamente, 100 animais para a
realizacdo do exame de baciloscopia de 6rgédos, coletando amostras de intestino delgado e

linfonodo mesentérico correspondente.



Figura 1- Mapa representativo, demonstrando os municipios onde foram colhidas as amostras
no Estado do Pard, Brasil.




Tabelal - Mesorregides do Estado do Para de onde originaram as amostras colhidas.

MESORREGIOES GEOGRAFICAS DO PARA TOTAL %
MARAJO 34 6,62
METROPOLITANA DE BELEM 34 6,61
NORDESTE PARAENSE 73 14,20
SUDESTE PARAENSE 330 64,20
SUDOESTE PARAENSE 43 8,37
TOTAL 514 100

Tabela 2 — Distribuicdo das amostras de acordo com o sexo dos animais em estudo.

SEXO N. ANIMAIS %
Fémeas 312 60,70
Machos 202 39,30

TOTAL 514 100




Tabela 3 — Distribuicdo das amostras de acordo com a idade dos animais em estudo.

IDADE N. ANIMAIS %

= 36 meses 184 35,80
> 36 meses 330 64,20
TOTAL 514 100

4.2. COLHEITA DAS AMOSTRAS

v SANGUE

Foram colhidos de cada animal, 15 ml de sangue da veia jugular, os quais foram
acondicionados em tubos de vidro esterilizados, sem anticoagulante, para a obtencéo e
conservagado do soro a -20°C no Laboratorio de Investigagdo e Diagnostico de Enfermidades

de Animais (LIDEA), da Universidade Federal do Para (UFPA), até arealizacdo da andlise.



v LINFONODOS MESENTERICOS E FRAGMENTOS DE INTESTINO

DELGADO

Fragmentos de aproximadamente 5¢cm de comprimento, foram retirados do intestino
delgado, daregido proxima ao ileo, e de linfonodos mesentéricos regionais. Colhidos na linha
de abate e lavados em solucdo.fisiologica, a fim de ser retirado 0 excesso de contelido
intestinal. Em seguida foram embalados em saco pléstico, mantido em isopor com gelo para

transporte até ao laboratério (LIDEA/UFPA), pararealizacdo da baciloscopia.

4.3. TECNICAS DE DIAGNOSTICO:

Foram utilizadas técnicas diretas e indiretas para o diagnéstico da Paratubercul ose,

baciloscopia e Teste de ELISA, respectivamente.



4.3.1. ELISA indireto

Foram testadas 514 amostras de sangue bovino através do ELISA indireto, a fim de
detectar anticorpos anti-Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis. Foi utilizado um kit
comercial: “Paratuberculosis ELISA -ParaTB-Ab’ (SVANOVA, Suécia). O teste foi
realizado de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

As microplacas foram sensibilizadas pelo fabricante com o antigeno de MAP. Os
soros-controles e amostras testes foram diluidos 1:100 em PBS-Tween (PBST). Foram
adicionados, em duplicatas, 100mL de soro controle em lugares especificos da placa e 100nL
de soros testes em cada pogo da placa sensibilizada, incubadas por 30 minutos a 25°C e em
seguida, lavada por trés vezes com PBST e posteriormente seca. Foram adicionados 100mL de
conjugado anti-lIgG1 bovino (peroxidase horseredishtHRP- conjugado monoclonal) em cada
poco, incubada a 25°C por 30 minutos, lavada 3 vezes com PBST e seca. Posteriormente foi

adicionada 100mL da solucéo substrato tetrametilbenzidine em cada poco, para dar cor a

reacdo. Incubada por 10 minutos em temperatura ambiente. E finalmente, foi utilizado 50nL
da solucdo bloqueadora (&cido sulfarico 2M) da reacéo enzimatica em cada poco e posterior
leitura espectofotométrica, utilizando leitora de ELISA com filtro de 450nm.

A amostra foi considerada positiva quando a relacéo entre as médias dos dois valores
obtidos pelas densidades dpticas (DO) da amostras testada x 100, dividida pela média dos dois
valores de DO dos controles positivos foi igual ou superior 53. O teste foi considerado suspeito

guando obteve um indice ELISA entre 32 a 52 e negativo quando o valor for menor que 31.



4.3.2. Baciloscopia

Dos 100 animais destacados aleatoriamente no grande grupo de 514 animais, foram
coletadas amostras de intestino delgado e linfonodos mesentéricos. Foram realizados raspados
de mucosa, fixados em laminas e coradas através da técnica de Ziehl-Neelsen, para a

visualizag&o de bastorete a cool-&cido-resistentes agrupados corados em vermelho- rosado.

4.4. ANALISE ESTATISTICA

As amostras classificadas, segundo a mesorregido, sexo e idade, foram analisadas
estatisticamente utilizando-se o teste de Qui-quadrado (?), com a finalidade de verificar se
houve associacdo significativa entre a freqléncia de soro-postivo e soro- negativo, em cada
uma das classes acima citadas. Todas as andlises foram feitas através do programa Statistical

Analysis System (SAS).



5. RESULTADOS

Os resultados do teste de ELISA indireto estéo exibidos na Tabela 4. Dentre as 514
amostras de soro provenientes de cinco mesorregides do Estado do Parg, 182 amostras
apresentaram anticorpos ant-MAP, reagindo positivamente ao teste ELISA indireto,

representando 35,4% de prevaléncia e 332 amostras néo reagiram ao teste, representando

64,6% de animais ndo reagentes.



Tabela4- Resultado do teste de ELISA indireto paraidentificacéo de anticorpos ant-MAP

de acordo com a mesorregido, Estado do Pard, 2005.

MESORREGIAO NEGATIVO % POSITIVO % TOTAL
Mara o 22 6,63 12 6,59 34

M etlropol itana de o7 8,13 - 3,85 2
Belém

Nordeste paraense 54 16,27 19 10,44 73
Sudeste paraense 206 62,05 124 68,13 330
Sudoeste paraense 23 6,93 20 10,99 43
TOTAL 332 64,60 182 35,40 514
?=0,05 P=0,01

Foi observado ainda, que na mesorregido sudeste do Estado foi encontrado o maior

indice de animais soropositivos (68,13%), e na mesorregido Metropolitana de Belém, o menor

indice com 3,85% de animais soro-positivos. Porém, estatisticamente, entre todas as

mesorregioes amostradas ndo foi verificada associagcdo significativa entre a presenca de

anticorpos anti-MAP e as mesorregifes estudadas (P>0,05). O que indica igual probabilidade



de ocorréncia da doenca em qualquer um das mesorregides estudadas, ja que as incidéncias

entre as mesorregides foram iguais.

Como ndo houve associagdo significativa, estatisticamente, entre as mesorregides.

Fez-se necessaria andlise de resultados obtidos entre as classes de idade e sexo.

A freqiéncia de animais soro-positivos e soro-negativos, avaliados de acordo com a
faixa etaria pode ser observada natabela 5. Houve associacdo significativa entre afaixa etéria
dos animais com a ocorréncia de soro-positivos (P<0,01). Entre os animais com idade inferior
ou igual a 36 meses, 28,80% foram soro reagentes enquanto que 71,20% néo se encontraram
reagentes ao agente da paratuberculose. Entre os animais com idade superior a 36 meses foi
observada uma diminuicdo dos animais ndo reagentes para 60,91% e uma elevagcdo dos soros
reagentes para 39,09%, demonstrando 0 aumento da resposta ao agente com 0 avango da
idade.

Tabela 5 Resultado do teste de ELISA indireto para detecgdo de anticorpos ant-MAP

segundo a faixa etaria dos animais.

IDADE NEGATIVO % POSITIVO % TOTAL
=36 131 71,20 53 28,80 184
meses
> 36 201 60,91 129 39,09 330
meses
TOTAL 332 64,59 182 3541 514

7 =0,05 P=0,01




Nas amostras examinadas de acordo com o0 sexo, foi verificada associacéo
significativa da ocorréncia de soros positivos em relagcdo ao sexo dos animais. Notouse um
elevado nimero de animais soro-reagente entre as fémeas, que apresentaram uma prevaléncia
de 40,38% enquanto que entre os machos foi apresentado, somente, 27,72% de prevaléncia
(Tabela 6). Observando assim, que as fémeas tendem a apresentar uma maior prevaléncia em

relacdo aos machos.

Tabela 6- Resultado da prevaléncia de animais soro-positivos e soro-negativos, de acordo com
0 sexo do animal, obtidos através do teste de ELISA indireto.

SEXO NEGATIVO % POSITIVO % TOTAL
Fémeas 186 59,62 126 40,38 312
Machos 146 72,28 56 27,72 202
332 182 514
TOTAL
?=0,05 P = 0,003

A partir desses resultados, se faz necessario a observacdo da relacéo idade e sexo. A
presenca de anticorpo anti-MAP entre as fémeas em todas as idades estudadas é exibida na
Figura 2. Entre as fémeas soro- negativas, 21,51% apresentavam-se no grupo de faixa etaria
menor ou igual a 36 meses e 78,49% pertenciam ao grupo com faixa etaria superior a 36
meses. Entre as fémeas soro-positivas, 7,94% estavam no grupo das que possuiam idade igual

ou inferior a 36 meses e 92,06% possuiam faixa etéria superior a 36 meses. Observouse um



aumento progressivo da resposta de anticorpos nas fémeas mais velhas, a qual foi confirmada

pelo teste de X2.
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Figura2- Teste ELISA indireto realizado nas fémeas entre os grupos de idade estudados,

afim de detectar anticorpos anti-MAP.

Os resultados demonstram um aumento da proporcdo de soro-positivos entre as

fémeas mais velhas, independente do municipio ou mesorregi&o.

Quanto aos machos, a resposta sorolégica ao teste de ELISA, para a verificagdo de

anticorpos anti-MAP é exibida na figura 3.
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Figura 3 — Resposta a0 Teste de ELISA indireto, para deteccdo de anticorpos anti-MAP,
realizado nos machos em relacéo a idade.

Relacionando os animais machos soro-positivos e negativos com a faixa etéria,
verificouse que ndo houve associagao significativa entre a presenca do anticorpo em relagéo
a faixa etaria nos machos. Entre os animais soro-negativos foi encontrado um indice de
62,33% nos machos com faixa etaria inferior ou igual a 36 meses e 37,67% nos machos com
idade superior a 36 meses. Entre os soro-positivos, foi encontrado um indice de 76,79% entre
0s machos com idade inferior ou igual a 36 meses e 23,21% nos machos com idade superior a

36 meses. Diminuindo a resposta ao teste ELISA a medida que a faixa etéria aumentou.

Entre as cem amostras preparadas para baciloscopia, 0 MAP néo foi identificado em
nenhuma delas, através do método de Ziehl-Neelsen, considerando a caracteristica

morfol6gica do microrganismo.



Porém, foram encontradas varias outras formas bacterianas nas amostras de intestino
delgado e de linfonodo. Entre elas, os cocos foram encontrados com maior fregiiéncia em
ambos 0s tecidos, estardo presentes em 29 amostras de fragmento de intestino delgado e em

10 amostras de linfonodo.

Duas laminas de linfonodo apresentaram apenas um Unico bacilo, curto e grosso.
Como o MAP, apresenta-se sempre agrupado ndo se pdde afirmar que seria o proprio agente
ali presente. Além, de nesse estudo ndo ter sido utilizado a cultura bacteriana, apenas

morfologia.

Em 53 laminas de intestino delgado e 84 laminas de linfonodo, nenhuma forma

bacteriana foi encontrada.



6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos atraves do teste de ELISA mostraram que todas as mesorregifes
estudadas no Estado do Para apresentaram animais com anticorpos anti-Mycobacterium avium
(subsp.) paratuberculosis, no total de 35%. Esta elevada prevaléncia encontrada surpreende,
guando se observa 0 aspecto fisico dos animais abatidos e a auséncia de relatos de casos
clinicos sugestivos de paratuberculose no Estado do Par4 e na Regido Norte.

No entanto, tais resultados assemelham se aos encontrados em pesqguisas, realizadas
em localidades onde a ocorréncia da doenca é conhecida ou onde existe um ou mais animais
apresentando sintomatologia clinica sugestiva de paratuberculose. Como 0s encontrados por
Gomes et al.(2002b) em um rebanho com sinais clinicos sugestivos da doenca, no Rio Grande
do Sul, com 39,8% de soropositivos através de um teste ELISA. Assm como, Ferreira et
al.(2002d) no Rio de Janeiro, encontraram 43% dos animais soropositivos no teste ELISA em
rebanho leiteiro. Paolichi et al.(2003), na Argentina, que determinaram 41,6% de prevaléncia
em animais leiteiros. Em Missouri, Estados Unidos, Thorne e Hardin (1997), chegaram a uma
prevaléncia de 74% em rebanho leiteiro, 40% em rebanho de corte.

Como se sabe, a paratuberculose causa prejuizos econdmicos graves em rebanhos
leiteiros, sendo encontrado dessa forma, um maior nimero de pesquisas direcionadas a
animais com esta aptiddo. Consequentemente poucos trabalhos séo realizados em animais de
aptidado para corte, porém observa-se prevaléncia semel hante aos bovinos leiteiros. Roussel et
al.(2002) encontraram resultados semelhantes aos citados neste estudo, 43,5% de animais de
corte soropositivos ao teste de ELISA, em Texas, nos Estados Unidos. Porém, entre os
bovinos de aptiddo para corte a prevaléncia também é elevada e, em alguns paises, superior

aos resultados aqui encontrados. Na Dinamarca e na Republica Tcheca, por exemplo, foram



encontrados, 70% de prevaléncia no rebanho nacional (Nielsen et al., 2000) e 52,5% em
rebanho de corte (Yayo Ayele et al., 2002), respectivamente.

Devido ao desenvolvimento de pesquisas e aplicagbes de programas de controle e
erradicacdo da paratuberculose, € possivel encontrar indices menores que 0s aqui encontrados.
Como por exemplo, na Bélgica, que apresenta 3% de prevaléncia em rebanho de carne e 11%
em rebanho misto, carne e leite (Boelaert et al., 2000) e no Japdo com 2,6% de prevaléncia
em rebanho de gado de corte (Yokomizo et al., 2002).

A dta prevaléncia encontrada neste estudo pode ser atribuida a vérios fatores como o
tipo de mangjo sanitario e de rebanho utilizado em cada propriedade ou mesorregido do
Estado, a auséncia de medidas profiléticas contra a paratuberculose, o estresse sofrido pelos
animais sga pelo parto ou transporte, acelerando as respostas imunoldgicas, fato que é bem
observado no teste de ELISA.

O clima da regido também é um fator importante, pois, apresenta uma caracteristica
particular, apenas duas estagdes, uma de chuvas e outra sem chuvas, ou com poucas chuvas. O
qgue eleva o indice pluviométrico e a umidade da regido proporcionando um ambiente
favoravel ao desenvolvimento do MAP. Como relataram Schroen et al. (2002), ao
compararem o desenvolvimento deste agente em solos secos e molhados, constatando um
melhor desenvolvimento da micobactéria naqueles ambientes que mantinham é&gua
permarente ou com drenagem pobre do terreno, solo imido ou alagado.

Em algumas das mesorregides estudadas, como a do Margj6, ha um longo periodo de
alagamento e presenca de chuvas constantes em determinadas épocas do ano, gue, juntamente
com o pisoteamento intenso dos animais proporciona a formagdo de pequenos lagos. Fato que
facilita, segundo Stabel (1998), a disseminacdo da doenca, mesmo com apenas um portador

eliminando intermitente o agente.



Em relacdo ao sexo dos animais estudados, os machos apresentaram prevaléncia bem
menor (27,72%) em relacdo as fémeas (40,38%). Dentre estas, as vacas mais velhas,
mostraram um indice de soropositividade mais elevado (92,06%). O que pode ser atribuido ao
estresse devido a periodos de partos e méa nutricdo (Corréa & Corréa, 1992). De acordo com
Ramos et al.(1986) quando afirmam que nas fémeas a manifestacdo da doenca ocorre entre o

segundo e o terceiro parto, isto €, nas vacas acima de 36 meses.

Comparando os dados da literatura com os encontrados neste estudo, € importante
salientar que as pesquisas envolvem, na maioria, animais de producdo leiteira, cujo maneo
difere daquele da producéo de corte que, nesta regido € feita em sistema semi-extensivo,
contrapondo-se a0 sistema intensivamente estabulado que ocorre na producéo ce gado de
leite, em grandes centros, em que 0s animais passam longos periodos em contato uns com 0s
outros (Stehman,1993). Os resultados assemelharam-se aos de Thorne e Hardin (1997), que
encontraram 40% de animais soropositivos em animais de rebanho de corte. Porém, este
trabalho apontou indices menores que os encontrados por Yayo Ayele et al. (2002) na
Republica Tcheca, os quais foram de 54,7% e por Ferreiraet al.(2002a) em rebanhos leiteiros
no Rio de Janeiro, que encontraram 57,54% de soro-reagentes em rebanhos leiteiros.
Corroborando os resultados dessa pesquisa Stehman (1993), afirma que bovinos de corte
apresentam menor prevaléncia de infecgdo em comparacdo ao gado leiteiro.

Quanto a idade, os animais mais velhos com idade superior a 36 meses, apresentaram
soroprevaléncia maior (39,09%) em relagcdo aos animais mais novos, com idade inferior a 36
meses (28,80%), assim como Gomes et al (2002b), quando encontraram um ndmero maior de
animais soropositivos nos animais mais velhos. Corroborando com Whitlock et al.(2000)
qguando afirma que a especificidade do teste ELISA aumenta com o avanco do estagio da
doenca, 0 que poderia esta acontecendo com estes animais caso fossem portadores inaparentes

da doenca.



Na baciloscopia, a auséncia de Mycobacterium avium (subsp.) paratuberculosis nas
l&minas coradas pela técnica de Ziehl-Neelsen, ndo exclui a auséncia da doenca na regido. O
diagnostico depende da presenca de grupos de bactéria &cool-&cido-resistentes. Sua
sensibilidade diminui nos estégios precoces da doenca e na fase sub-clinica, devido a
guantidades raras de micobactérias liberadas pelo animal (Buerelt & Ginn, 2000). E tem a
sensibilidade aumentada, a medida que o estagio clinico avanca (European Commission,
2000). Por isso, o encontro do MAP nestas amostras apresenta um indicio seguro da doenca,
porém, a auséncia deste bacilo nada significa (Silva, 1990).

Assim também observado por Paolicchi et al. (2003), que trabalhando com vacas
provenientes de rebanhos com histérico da doenca, na Argentina, utilizaram \érios métodos
de diagnostico, como cultura positiva das fezes, porém nem todas as amostras
correspondentes coradas pelo método de Ziehl-Neelsen demonstraram a presenca do agente.
Isso mostra que os resultados da coloragdo podem ser sugestivos de que o exame direto da
impressao do 6rgao é um teste ndo especifico.

Nesta pesguisa as amostras eram provenientes de animais aparentemente sadios, no
gue diz respeito a paratuberculose. No entanto, o teste comercial de ELISA, indicou que a
soroprevaléncia da paratuberculose no Para apresenta um contraste surpreendente, pois foi
encontrado um elevado indice de animais com resposta imunolégica ao agente, sem que
fossem observados casos clinicos sugestivos da mesma em todas as mesorregifes, o que pode
est4 presente na regido porém, ainda ndo diagnosticada.

Torna-se necessario, entdo, a redlizacdo de exames mais detalhados sobre a
paratuberculose, utilizando-se outros testes de diagnostico como a cultura e isolamento. Com
a padronizacdo dos componentes e emprego de antigenos de animais comprovadamente

positivos e negativos da regido com resultados condizentes com a realidade epidemiol 6gica da



regido, o que pode impor providéncias e medidas de controle a fim de evitar a proliferacéo da

doenca entre os rebanhos regionais.



7. CONCLUSOES

v A prevaéncia da paratuberculose no Estado do Para foi moderadamente alta.

v A paratuberculose encontra-se difundida no Estado do Pard, apresentando igual risco da
presenca da mesma em todas as mesorregioes estudadas.

v As fémeas apresentaram maior prevaléncia que os machos, com os indices de
soropositividade maior com o avango da idade

v" O método de baciloscopia deve ser utilizado em conjunto com outros testes mais sensiveis

e especificos
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