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RESUMO

A tuberculose (TB), paratuberculose (PTB) e leucose enzodtica bovina (LEB)
sdo doengas que acometem o rebanho leiteiro e geram diversos prejuizos na
producao. No segundo capitulo dessa Tese, objetivou-se avaliar o desempenho
de um teste comercial ELISA de TB. Foram avaliados 1644 bovinos pelo teste
cervical comparativo (TCC), e 846 no ELISA M. bovis IDEXX. Dos 1644
bovinos 80 (4,8%) foram positivos no TCC e 36 (4,25%) no ELISA M. bovis,
desses 35 foram negativos e um inconclusivo no TCC. Dos 36 positivos no
ELISA M. bovis, 27 foram eutanasiados, € no exame macroscopico das
carcacgas trés apresentaram lesdes sugestivas de TB, e em apenas dois houve
confirmagéao da doencga pelos métodos histolégico, microbiol6gico/PCR. A baixa
associacdo do ELISA M. bovis com os resultados obtidos nos exames
macroscopico, histolégico e isolamento apontam para a fragilidade do
desempenho do ELISA em condigdes in situ. No terceiro capitulo pesquisou-se
a intercorréncia da PTB em bovinos reagentes no TCC de TB. 334 bovinos
foram avaliados pelo TCC, ELISA de TB e PTB. Fragmentos de visceras dos
positivos no TCC foram colhidos e avaliados na qPRC M. bovis e PCR PTB. 16
bovinos foram reagentes no TCC. Nesses, ndao foram identificadas lesdes
macro ou microscépicas sugestivas de TB, e também nao foi detectado a
presenca do DNA de M. bovis na gPCR. Em 9 animais identificou-se o DNA de
M. avium subsp. paratuberculosis (MAP) e em 12 carcagas foram visualizadas
lesGes caracteristicas de PTB. Em outros nove animais do rebanho detectou-se
anticorpos anti-MAP, e em dezessete anti-M. bovis. A infeccdo por MAP pode
ter causado reacdes inespecificas na tuberculinizagdo. No quarto capitulo da
Tese, avaliou-se a situagdo epidemiolégica da PTB e LEB em rebanhos
leiteiros no municipio de Lagoa Formosa — MG. Foram selecionados 40
rebanhos, e colhidas 236 amostras, as quais foram submetidas aos exames de
ELISA PTB e imunodifusdo em gel de Agar (IDGA) para LEB. A prevaléncia da
PTB no municipio foi de 20% (IC 95%: 7,60% — 32,39%) em rebanhos e 6%
para animais (IC 95%: 2,98% — 9,02%) ja para LEB a prevaléncia foi de 85%
(IC 95%: 82.16% - 87.84%) para rebanhos e 50,42% (IC 95%: 49,51% —
51,32%) para animais. A presenca da PTB foi associada aos fatores: idade (OR
= 0,088), manejo de criagdo de bezerros apos o nascimento (OR = 41,45) e
contato dos bezerros com fezes dos animais adultos (OR = 5,008). A LEB foi
associada com a pratica de transfusdo sanguinea (OR = 2,32) assisténcia
médico veterinaria (OR = 2,61) e monta natural (OR = 2,27). Diante a
ocorréncia de casos de PTB e LEB nos rebanhos estudados, sugere-se maior
atencao dos produtores e veterinarios na adogcédo de medidas sanitarias para
evitar essas doengas, incorporando elementos de vigilancia com base nos
riscos identificados no estudo.

Palavras-chave: Mycobacterium bovis;, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis; virus da leucose bovina



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), paratuberculosis (PTB) and enzootic bovine leukosis (EBL)
are diseases that affect the dairy herd and cause several losses in production.
In the second chapter, the performance of a commercial ELISA TB test was
evaluated in dairy herds. A total of 1644 cows were examined by the
comparative cervical tuberculin test (CCTT) and 846 in a commercial kit of
ELISA M. bovis IDEXX. Positives cattle in ELISA M. bovis were analyzed in
macroscopic, histological and microbiological/PCR tests. Of the 1644 bovines,
80 (4.8%) were positive in CCTT and 4,25% (36/846) in ELISA M. bovis, 35
negative and one inconclusive in CCTT. Of the 36 positives in ELISA M. bovis,
27 were euthanized. Lesions suggestive of TB were identified in three
carcasses on macroscopic test, and in two cases were confirmed by
histological, microbiological / PCR methods. The low association of ELISA with
the results obtained in macroscopic, histological and isolation, points to the
fragility of the ELISA performance in field conditions. In the third chapter we
investigated the intercurrence of PTB in bovines reagents in CCTT of TB. For
this, 334 cattle were evaluated by CCTT, ELISA TB and ELISA PTB. Viscera
fragments from the positives in CCTT were collected and evaluated by qPRC
M. bovis and PTB PCR. 16 cattle were reactive in CCTT. In these, no macro or
microscopic lesions suggestive of TB were identified, and the presence of DNA
of M. bovis in qPCR was also not detected. However, in 9 animal samples
(9/16), the DNA of M. avium subsp. paratuberculosis (MAP) was indentified,
and in 12 carcasses (12/16) lesions characteristic of PTB were visualized,
which were confirmed by histopathological methods. Antibodies Anti-MAP were
detected in seventeen and anti-M. bovis in other nine animals of the herd. MAP
infection may have caused nonspecific reactions in tuberculin test. In the fourth
chapter, the epidemiological situation of PTB and BEL was investigated in dairy
herds of Lagoa Formosa - MG. 40 herds were selected and 236 samples were
collected, and submitted to ELISA PTB and agar gel immunodiffusion (AGID)
for BEL. Prevalence for PTB was 20% (95% CI: 7,60% — 32,39%) for herds
and 6% (95% CI: 2,98% — 9,02%) for animals. Prevalence of BEL was 85%
(95% ClI: 82.16% - 87.84%) for herds and 50.42% (95% CI: 49,51% - 51,32%)
for animals. The presence of PTB was associated with: age (OR = 0,088),
creation of calves with adults (OR = 41.45) and contact of calves with feces of
adult animals (OR = 5.008). BEL was associated with blood transfusion (OR =
2.32), veterinary assistance (OR = 2.61) and natural mount (OR = 2.27). It was
concluded that 6% of the bovines presented evidence of infection caused by
MAP and 50.42% by BLV. It is suggested that farmers and veterinarians take
greater care in adopting sanitary measures for these diseases, incorporating
surveillance elements based on the risks identified in the study.

Keywords: Mycobacterium  bovis;  Mycobacterium  avium  subsp.
paratuberculosis; bovine leukemia virus
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1 INTRODUGAO

A tuberculose (TB), paratuberculose (PTB) e leucose enzodtica bovina
(LEB) sao doencgas infectocontagiosas crénicas que acometem os bovinos e
afetam diretamente os indices de produtividade do rebanho leiteiro (POLLOCK
et al., 2006; SUN et al.,, 2015). As perdas econdbmicas geradas por essas
enfermidades estdo relacionadas principalmente a queda na capacidade
produtiva, descarte de animais doentes, condenag¢ao de carcaga ao abate e
embargos as exportagdes da carne bovina para o mercado internacional
(DIGIACOMO, 1992; SKUCE et al., 2012; GARCIA; SHALLOO, 2015).

A TB tem como agente etiolégico Mycobacterium bovis (M. bovis) um
membro do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), capaz de causar
infeccdo em diferentes espécies, incluindo o homem (CORNER; GORMLEY,
2012). A doencga se caracteriza pelo desenvolvimento de lesbes do tipo
granulomatosa e de aspecto nodular (DOMINGO et al.,, 2014). Estudos
realizados recentemente identificaram que o rebanho bovino no Brasil possui
prevaléncia de tuberculose que varia entre 0,36% no Distrito Federal (RIBEIRO
et al., 2016) a 9% no estado de Sao Paulo (DIAS et al., 2016). No estado de
Minas Gerais foi observado prevaléncia de 4,25% (BELCHIOR et al., 2016).

O diagnéstico da TB preconizado pelo Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) é o teste de
tuberculinizagdo intradérmica (BRASIL, 2006). A principal desvantagem do
teste é a falta de especificidade. Estudos mostram que M. bovis possui grande
similaridade antigénica com Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP), e isso faz com que os testes de tuberculinizagdo intradérmica para
tuberculose possam sofrer interferéncia da infeccdo por MAP (SEVA et al,,
2014), bem como a influéncia da infeccdo por tuberculose nos testes de ELISA
para deteccdo de anticorpos anti- MAP (MARASSI et al., 2005). Outra
desvantagem do teste intradermico € a falha para detectar animais em estado
de anergia (VARELLO et al., 2008), que ocorre em animais com evidéncia de
infecgao por M. bovis e que ndo demonstram aumento de volume no local de
inoculagao da tuberculina (SLEDGE et al., 2009).
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Considerando a relagao inversa entre a resposta imune mediada por
células e humoral contra M. bovis, os anticorpos sao geralmente desenvolvidos
em estagios mais avangados e est&o relacionados com o progresso da doenga
(POLLOCK; NEILL, 2002). Embora as analises sorolégicas ndo sejam a
primeira escolha no diagnéstico da TB, muitos pesquisadores descrevem o
objetivo estratégico desse uso (LILENBAUM; FONSECA, 2006; WATERS et
al., 2011), que é baseado na identificagdo de animais anérgicos (McNAIR et al.,
2001) e no aumento dos anticorpos nas etapas mais avangadas da doenga
(POLLOCK; NEILL, 2002; WELSH et al. 2005).

Outros grupos de micobactérias genotipicamente diferentes das
constituintes do CMT formam o Complexo Mycobacterium avium-intracellulare
(MAC), que inclui as espécies M. avium e M. intracellulare. O género M. avium
possui 4 subespécies: M. avium subsp. avium, M. avium subsp. silvaticum, M.
avium subsp. hominissuis € M. avium subsp. paratuberculosis (MAP) agente
etiolégico da paratuberculose bovina (WHITTINGTON et al.,, 2011; BIET;
BOSCHIROLI, 2014). Os sinais clinicos da PTB se desenvolvem na minoria
dos animais infectados (WHITLOCK, 2009), e sao caracterizados por diarréia
cronica e intermitente, que leva o animal a perda progressiva de peso e
ocasionalmente a morte (YAMASAKI et al., 2010).

A maioria das infeccébes na PTB se da através da via fecal-oral
(FECTEAU, 2017), mas também pode ocorrer pela ingestao de colostro e leite
(NIELSEN; BJERRE; TOFT, 2008). Diversos relatos foram realizados em
territério nacional, onde foram observadas prevaléncias de 39,8% no Rio
Grande do Sul (GOMES et al., 2002); 60,24% em Goias (ACYPRESTE et al.,
2005); 32,3% em Pernambuco (MOTA et al., 2007); 40% no Rio de Janeiro
(YAMASAKI et al., 2010); 11,4% no Espirito Santo (COSTA et al., 2010); 34,5%
na Paraiba (VILAR et al.,, 2015) e 37,9% em S&o Paulo (FONSECA et al.,
2000).

O exame considerado padrdo-ouro para o diagnoéstico da PTB é o
isolamento do agente nas fezes, tecidos ou leite. Para a detecgao dos bacilos
alcool acido-resistentes (BAAR) pode-se utilizar métodos de coloragdo de
Ziehl-Neelsen, sendo possivel a observagdo do microrganismo em amostras de
fezes ou tecidos (MANNING; COLLINS, 2001). Devido ao crescimento

fastidioso de MAP, aliado a baixa sensibilidade da cultura bacteriologica, testes
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soroldgicos como o teste de fixagdo de complemento (FC), a Imunodifusdo em
Gel de Agarose (IDGA) e o ELISA foram desenvolvidos para complementar o
diagnostico padréo (FERREIRA et al., 2002).

A LEB é causada por um RNA virus denominado Virus da Leucose
Bovina (VLB), pertencente a familia Retroviridae, género Deltaretrovirus. E a
enfermidade neoplasica mais comum em bovinos de leite, caracterizada pela
proliferagdo cronica de linfocitos em bovinos adultos (DOMENECH et al., 2000;
RADOSTITS et al., 2002). A LEB possui dois tipos de manifestagdes: a
linfocitose persistente, em que se observa o aumento do numero de linfécitos
circulantes, e a forma multicéntrica de linfossarcoma (DOMENECH et al.,
2000).

A transmissao do VLB pode ocorrer pelas vias vertical ou horizontal. Em
comparagao com a transmissao vertical, a horizontal é responsavel pela
maioria das infec¢des, sendo que a forma iatrogénica, que ocorre por meio de
praticas como a reutilizagdo de materiais contaminados, parece ser o principal
meio de disseminagédo do virus (CAMARGOS; REIS; LEITE, 2004; FLORES,
2007). Estudos soroldgicos realizados no Brasil identificaram prevaléncia de
80,89% em Minas Gerais (AMBROSIO, 2015); 27,9% no Espirito Santo
(STARLING et al., 2013); 9,7% no Acre; 23% em Rondbénia (ABREU et al.,
1990); 26% no Para (MOLNAR et al., 1999); 9,6% Amazonas (CARNEIRO et
al., 2003); 27,8% no Tocantins (JULIANO et al., 2014); 27,8% em Alagoas
(PINHEIRO-JUNIOR et al., 2013); 56,34% no Parana (BARROS-FILHO et al.,
2010) e 9,2% no Rio Grande do Sul (MORAES, 1996).

O diagndstico da infecgédo pelo VLB é obtido por técnicas soroldgicas,
isolamento viral e/ou deteccédo de antigenos virais, enquanto que o diagndstico
da linfocitose persistente e linfossarcomas séo realizados por meio de exames
hematoldgicos e clinico-patolégicos, respectivamente (RADOSTITS et al.,
2002; BARROS, 2007). O teste de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) é o
método que se baseia na deteccdo de anticorpos contra proteinas e
glicoproteinas presentes no soro. Devido ao seu baixo custo, praticidade,
especificidade (91%) e sensibilidade (95%), essa técnica tem sido amplamente
utilizada pela maioria dos paises como teste oficial para certificagao e controle
de transito internacional de bovinos (RADOSTITS et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Abordar os aspectos epidemioldgicos e de diagndstico da Tuberculose,
Paratuberculose e Leucose Enzooética Bovina em rebanhos leiteiros da regido
do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba — MG.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o desempenho de um kit comercial de ELISA para Tuberculose em
rebanhos bovinos leiteiros livres e naturalmente infectados para tuberculose;

- Calculae a prevaléncia da Tuberculose, Paratuberculose e Leucose Enzodtica
Bovina em rebanhos bovinos da regido do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba —
MG.

- Identificar por meio do teste sorolégico ELISA para Tuberculose a ocorréncia
de bovinos anérgicos a tuberculinizagao;

- Investigar nos animais reagentes ao ELISA para tuberculose a presenga de
lesdes macro e microscépicas sugestivas de tuberculose, por meio da inspegao
sanitaria das carcacgas e diagndsticos histopatolégico e microbioldgico;

- Confirmar por meio de testes moleculares a presenca do DNA de
Mycobacterium bovis nos isolados obtidos;

- Pesquisar a intercorréncia da Paratuberculose em bovinos reagentes no teste
cervical comparativo de tuberculose;

- ldentificar os fatores de risco associados a ocorréncia da Paratuberculose e
Leucose Enzodtica Bovina em rebanhos leiteiros.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Caracterizagao do género Mycobacterium

As micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae, sao
constituidas de dois géneros, Amycolicicoccus e Mycobacterium, sendo este
ultimo de maior importéncia clinica (WANG et al. 2010). O género
Mycobacterium pertence a classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales, é
composto por oito espécies que causam a tuberculose, tanto nos animais
quanto nos humanos. Os membros cultivaveis podem ser distinguidos em dois
grupos: o complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) e as chamadas
micobactérias atipicas ou nao tuberculosas pertencentes ao complexo
Mycobacterium avium-intrecellulare (MAC) (BIET; BOSCHIROLI, 2014).

O Complexo Mpycobacterium tuberculosis (CMT) é composto pelas
espécies M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum (ainda n&o isolado no Brasil),
M. cannetti (ndo patogénico para o homem), M. caprae, M. pinnipedii (isolada
em focas e ledes marinhos), M. mungi e M. microti (patogénico apenas para a
ratazana Microtis agresti) (CORNER; GORMLEY, 2012). As espécies que
compdem o CMT possuem estreita relagdo genética, mas apresentam
diferentes propriedades fenotipicas e preferéncias de hospedeiro, além de
variar com relagdo a area geografica, a patogenicidade e a resisténcia a
antimicrobianos terapéuticos, o que traz diversas implicacbes nos ambitos da
saude publica e defesa sanitaria animal (AHMAD; BAYRAKTAR et al., 2011).

Além do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), o género
Mycobacterium compreende o Complexo Mycobacterium avium (MAC),
formado por cepas nao tuberculosas, as quais fazem parte duas espécies,
Mycobacterium avium e Mycobacterium intracellulare. Baseado em dados
genotipicos, fenotipicos e testes bioquimicos a espécie M. avium foi subdividida
em quatro subespécies: M. avium subsp. avium, M. avium subsp. hominissuis,
M. avium subsp. paratuberculosis, e M. avium subsp.silvaticum (BIET;
BOSCHIROLI, 2014). M. avium subsp. paratuberculosis (MAP) & o agente
causador da paratuberculose, M. avium subsp. avium causa a tuberculose
aviaria, podendo  causar  doenga disseminada em humanos

imunocomprometidos. M. avium subsp. silvaticum causa tuberculose em aves
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selvagens, pombos, veados e cervos. M. avium subsp. hominissuis causa
infeccbes em porcos e é também um agente oportunista em imunodeprimidos
(TURENE et al., 2008; GLANEMANN et al., 2008).

3.2 Mycobacterium bovis

A principal cepa infectante para os bovinos € M. bovis, é também a mais
virulenta entre as espécies do CMT. Apresenta uma das maiores gamas de
hospedeiros conhecidos, podendo ser encontrada em bovinos, caprinos,
ovinos, suinos, equinos, caes, gatos, bufalos, raposas e ruminantes selvagens,
(RIVERA; GIMENEZ, 2010). M. bovis pode ainda ser transmitido dos bovinos
para os humanos, principalmente por meio do consumo de leite né&o
pasteurizado e por aerossois, quando no contato proximo dos animais
infectados com meédicos veterinarios, ordenhadores, produtores rurais e
trabalhadores de matadouros frigorificos (MICHEL et al., 2010; TORRES-
GONZALEZ et al.,, 2013).

M. bovis sao cocobacilos medindo de 0,3 a 0,6um de largura por 1 a
4um de comprimento, microaerodfilos, ndo flagelados, ndo esporulados, nao
capsulados e nem formadores de toxina. Essas micobactérias sdo bacilos
alcool-acido resistentes (BAAR), isto €, quando corados pela técnica de Ziehl-
Neelsen (ZN) com fucsina a quente, sdo capazes de resistir a descoloragao
com alcool-acido (CORNER, 1994). O elevado conteudo lipidico da parede
celular de M. bovis, que pode atingir até 40% do peso seco das células, é
responsavel por importantes efeitos bioldégicos no hospedeiro, como a indugao
na formagdo do granuloma, capacidade de sobrevivéncia dentro da célula do
hospedeiro e antigenicidade (POLLOCK; NEILL, 2002).

O agente é hospedeiro-dependente, porém, pode sobreviver por longos
periodos no ambiente sob condi¢cdes favoraveis (BARRERA, 2007; JORGE,
2001). Em estabulos, ao abrigo da luz, M. bovis pode sobreviver por varios
meses, nas pastagens pode chegar até dois anos, até um ano na agua e por
até 10 meses em produtos de origem animal contaminados. Infecta os animais
independentemente da estacdo do ano, clima, sexo e regido, e quanto mais
tempo de vida tiver o animal, maior a probabilidade de contagio (CORREA;

CORREA, 1992). Sao destruidos pela pasteurizacdo do leite e por agentes
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desinfetantes como alcool, hipoclorito de soédio, fenol e formol, mas sao
sensiveis a agdo de agentes fisicos, como a radiagao ultravioleta e o calor
(CASTRO et al., 2009; POLLOCK; NEILL, 2002).

M. bovis e M. tuberculosis sao as espécies mais fortemente relacionadas
geneticamente, com homologia de 99,95%, demonstrando colinearidade e
nenhuma evidéncia de grandes translocagdes, duplicagbes ou inversdes
(GARNIER et al., 2003). As principais diferencas entre elas correspondem as
delegbes ocorridas no genoma de M. bovis e a polimorfismos nucleotidicos
unicos em genes que codificam proteinas secretadas e de parede celular
(ABALOS; RETAMAL, 2004).

3.3 Epidemiologia e controle da tuberculose bovina

A tuberculose bovina possui distribuigdo mundial, com maior prevaléncia
em paises em desenvolvimento, onde o conhecimento da epidemiologia da
doenca e as agdes concretas para o seu controle sédo limitados (REVIRIEGO
GORDEJO; VERMEERSCH, 2006).

De acordo com a lista da World Animal Health da OIE referente ao 2°
semestre de 2016, sobre a situagdo epidemiologica da tuberculose no mundo
(Figura 1), o Brasil € um dos paises que atualmente apresentam a infec¢gdo em
animais domésticos com manifestagdes clinicas, assim como Afeganistao,
Arabia Saudita, Bolivia, Chile, Coldmbia, Costa Rica, Grécia, Guatemala, Ira,
Kuwait, Nova Zelandia, Africa do Sul, Uruguai, Venezuela entre outros (WAHIS,
2016). Australia, Azerbaijao, Republica Checa, Dinamarca, Estbnia, Finlandia,
Israel, Libano, Lituénia e Suécia sédo alguns dos paises que nao relatam casos
da doenga ha no minimo seis anos. Espanha, Sérvia e Montenegro, Polonia,
Irlanda e Fiji sdo alguns dos paises que apresentam infecgdo pelo agente sem
manifestagéo clinica; Hungria, Argentina, Bulgaria, Estados Unidos, Franga,
Italia, México, Paquistao, Portugal, Siri Lanka e Ucrania a doenga foi notificada,
mas esta limitada a certas regides desses paises. Alguns paises como a
Espanha, Grécia, Inglaterra, Italia, Irlanda, Portugal, Nova Zelandia, Canada e
EUA nao conseguem erradicar dos seus rebanhos a infeccédo por M. bovis,
apesar de possuirem eficientes sistemas de detecgéo de focos e programas de

erradicagdo. Isto se deve, principalmente, a presenga do agente em animais
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de vida selvagem como gambas, texugo e veado da cauda branca (DE LA
RUA-DOMENECH, 2006; MATHEWS et al., 2006; WHITE et al., 2008; WAHIS,
2016).

Figura 1. Mapa de distribuicdo mundial da tuberculose bovina no segundo
semestre de 2016, para espécies domésticas e selvagens, reportadas a OIE.
Fonte: World Animal Health Information Database (WAHIS Interface) OIE.
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1989 a 1998 indicaram prevaléncia média nacional de 1,3% de animais
infectados (BRASIL, 2006). Em 1999 a prevaléncia da TB no estado de Minas
Gerais foi estimada em 5.04% (95% IC: 4.96% — 5.13%) por rebanho e 0.81
(95% IC: 0.37% — 1.25%) em animais (BELCHIOR et al., 2016). No ultimo
levantamento oficial realizado em 2013, a prevaléncia estimada foi de 4,25%
por rebanho e 0,56% em animais. Este resultado mostra que as agdes
propostas pelo PNCEBT em Minas Gerais, como a obrigatoriedade de exames
para reprodutores em transito interestadual e na participagcdo em feiras e
exposicdes, além da certificacdo voluntaria de propriedades livres e
monitoradas, nao permitiram grandes avangos no controle da doenca
(BARBIERI et al., 2016).

Ainda que a epidemiologia da tuberculose bovina seja bem entendida, e
estratégias para um controle efetivo e eliminagdo da enfermidade sejam
conhecidos ha algum tempo, a doenga ainda encontra-se amplamente
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distribuida. Os ultimos levantamentos oficiais, realizados no rebanho bovino
envolvendo amostras planejadas, realizados por meio de métodos de
diagndstico preconizados pelo PNCEBT, demonstram que a doenga encontra-
se presente em varios estados do pais, com diferentes prevaléncias
(VENDRAME et al., 2016; LIMA et al 2016; BAHIENSE et al., 2016; GUEDES
et al., 2016; NESPOLI et al., 2016; ROCHA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2016;
BARBIERI et al., 2016; GALVIS et al., 2016; DIAS et al., 2016; VELOSO et al.,
2016; SILVA et al., 2016 e QUEIROZ et al., 2016) (Tabela 1).

Sabe-se que a forma de criagao, intensiva ou extensiva e a raca dos
animais destacam-se como os principais fatores de risco para o aumento da
prevaléncia e da suscetibilidade dos bovinos ao M. bovis (AMENI et al., 2006;
AMENI et al., 2007). Ha indicagbes de que bovinos Bos indicus (Zebu) sejam
mais resistentes a infeccdo do que Bos taurus (europeu) (FIRDESSA et al.,
2012). A introducdo e a manutencdo da tuberculose em um rebanho s&o
fortemente influenciadas pelas caracteristicas da unidade de criacdo, dentre as
quais se destacam os tipos de exploracao, o tamanho do rebanho, a densidade
populacional e as praticas zootécnicas e sanitarias. Observa-se que a doencga é
mais frequente em rebanhos leiteiros do que em rebanhos de corte. Contudo,
quando bovinos de corte sdo mantidos em confinamento ou submetidos a
condigdes naturais de aglomeragao, ficam sujeitos as mesmas condi¢des de
risco (BRASIL, 2006).

Apesar de infectar grande variedade de espécies animais, M. bovis tem
como principal reservatério os bovinos (OLIVEIRA et al., 2008; CASTRO et
al.,, 2009), sendo considerado o hospedeiro primario (SABEDOT et al.,
2009), além dos bubalinos (FIGUEIREDO, 2010). Os bovinos sao susceptiveis
a infec¢do e a doenga pulmonar tuberculosa (OLIVEIRA et al., 2008). Equinos,
suinos, gatos e primatas ndo humanos sdo também susceptiveis para o
desenvolvimento da doenca. Ovinos, caprinos e caes sao relativamente
resistentes a infecgdes por M. bovis (HEADLEY, 2002).

Varias espécies da fauna silvestre estdo relacionadas a manutencao e
transmissdao de M. bovis em todo o mundo, sendo responsaveis pela
reintroducédo da doenga em exploragdes livres de tuberculose (DUARTE et al.,
2007). Dentre os varios animais infectados por M. bovis no mundo sao

considerados os principais reservatérios silvestres: texugos, gambas e os
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cervos (ABRAHAO, 1999). Esses reservatorios podem dispersar o bacilo
tuberculoso por uma variedade de vias como secregdes respiratorias, urina ou
fezes, sendo que a via de transmissao principal dependera do tipo de interacéo
entre as populagdes de diferentes espécies (THOEN et al., 2006).

A via de transmissdo mais comum e mais importante de M. bovis é a
aerogena (O'REILLY; DABORN, 1995), quando o animal inala aerossois
contaminados com o bacilo eliminado por outro animal infectado, o que
corresponde a aproximadamente 90% das infecgbes (NEILL et al., 1994),
porém a transmissdo depende da geragdo de aerossois, da quantidade de
bacilos excretados e densidade do rebanho (POLLOCK et al., 2006). Além
da eliminagdo por aerossois, o animal pode disseminar o agente por descarga
nasal, leite, fezes, urina, secre¢des vaginais e uterinas, e pelo sémen
(POLLOCK; NEILL, 2002), apesar da transmissdo congénita e por contato com
orgaos genitais ocorrer, elas sdo raras (NEILL et al., 1994). O trato digestivo
também ¢é porta de entrada da infecgdo, principalmente em bezerros
alimentados com leite proveniente de vacas com mastite tuberculosa e em
animais que ingerem agua ou forragens contaminadas (OLIVEIRA et al., 2008).

O curso da infeccao é cronico e a evidéncia clinica da tuberculose
raramente é encontrada, mesmo em casos avangados, quando muitos 6rgaos
podem estar envolvidos. Quando presentes, os sinais clinicos variam. Os
linfonodos apresentam-se aumentados de volume, podendo obstruir as vias
aéreas, o trato digestivo ou vasos sanguineos. O envolvimento do trato
digestivo algumas vezes se manifesta por diarréia intermitente intercalada por
periodos de constipagdo. Magreza extrema e desconforto respiratorio podem
ocorrer durante a fase final da doencga. Diminuicdo na producido de leite e
dificuldades em se ganhar peso também s&o relatados (ROXO, 1997).

Informagdes sobre a ocorréncia da enfermidade em humanos a partir do
M. bovis, tanto em paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento,
sdo escassas (RUGGIERO, 2004). Estudos realizados a partir de revisées da
ocorréncia de tuberculose zoondtica publicados entre 1954 e 1970 estimaram
que a proporg¢ao de casos humanos por M. bovis eram responsaveis por 3,1%
de todas as formas de tuberculose: 2,1% das formas pulmonares e 9,4% das
extrapulmonares (COSIVI et al, 1998). Nos paises desenvolvidos, atualmente a

TB corresponde a aproximadamente 1 a 2% dos casos em humanos (HLAVSA
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et al.,, 2008; MUELLER et al., 2013). Nos paises em desenvolvimento,
particularmente em regides mais pobres da Africa, a TB ainda apresenta alta
prevaléncia e a pasteurizacdo do leite ou as atividades de vigilancia sanitaria
ao abate ndo sdo extensivamente praticadas. Nestas regides, a situagao
epidemioldgica da infecgdo é semelhante a encontrada no inicio do século XX,
apontando que em média 10 a 20% dos casos de tuberculose humana sejam
causados por M. bovis (MUELLER et al.,, 2013), podendo atingir propor¢des
ainda maiores, como 40% em dados anuais (BOBADILLA-DEL VALLE et al.,
2015).

O controle da TB é baseado no diagnéstico adequado e eliminagao dos
animais positivos, junto com a prevengdo da disseminagdo da doenga para
rebanhos sadios (MORRISON et al., 2000). A estratégia do PNCEBT criado em
2001, consiste em um conjunto de medidas sanitarias compulsorias,
associadas as acdes de adesao voluntaria, que dizem respeito a certificagcado de
propriedades livres e de propriedades monitoradas. O objetivo do programa &
diminuir o impacto negativo dessas zoonoses na saude dos seres humanos e
animais, além de permitir uma melhora na concorréncia da pecuaria brasileira,
de modo a atender as exigéncias sanitarias dos paises importadores (BRASIL,
2006).

3.4 Métodos de diagnéstico da tuberculose bovina

O diagndstico da TB pode ser realizado por meio de métodos diretos e
indiretos. Nos diretos ha a detecgdo e identificacdo do agente no material
bioldgico, nessa categoria encontram-se as técnicas de histopatologia, com
coloragbes de Ziehl Neelsen, bacteriologia e métodos moleculares. Nos
meétodos indiretos € pesquisada uma resposta imunoldgica do hospedeiro ao
agente etioldgico, que pode ser humoral (produgao de anticorpos circulantes)
ou celular (medida por linfécitos e macréfagos) (SCHILLER et al., 2010). A
reacao tuberculinica, o exame histopatolégico com coloragdo de Hematoxilina-
Eosina e os testes sorologicos s&o os representantes dessa categoria
(PACHECO et al., 2009).

Pode-se afirmar que existem metodologias adequadas ao

desenvolvimento de programas de controle e erradicagdo da tuberculose
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bovina, entretanto, ndo existe um método de diagndstico que tenha eficacia
absoluta (MASCARENHAS, 2017). A implantagdo de um programa sanitario de
TB prevé a avaliagdo de um grande numero de animais, especialmente em um
pais com um rebanho grande como € o caso de Brasil. Por isso, na rotina de
diagnodstico os testes indiretos desempenham papel fundamental, pela maior
praticidade, sendo entdo o recurso escolhido pelo PNCEBT (BRASIL, 2006).

O método de diagndstico in vivo preconizado para bovinos e prescrito
para o comércio internacional é o teste de tuberculinizacdo, que consiste em
provas cutaneas indiretas realizadas pela inoculagdo intradérmica do PPD
(Derivado Proteico Purificado), um extrato de antigeno de M. bovis. O exame
intradérmico possui trés modalidades: teste da prega caudal (TPC), teste
cervical simples (TCS) e teste cervical comparativo (TCC). O teste da prega
caudal e cervical simples sdo empregados como testes de triagem em pecuaria
de corte e leite, respectivamente. O teste cervical comparativo € utilizado como
teste confirmatério, devido a maior especificidade em relagdo aos testes
simples. O TCC ¢é considerado como tendo aproximadamente 85% de
sensibilidade e 98% de especificidade (REBHUN, 2000).

Devido a similaridade antigénica de M. bovis com outras micobactérias,
tais como M. avium, das quais os animais sao frequentemente expostos,
recomenda-se a utilizagao dos testes intradérmicos comparativos, nas quais a
reacao ao PPD preparado com ambas as micobactérias (M. bovis e M. avium),
sao comparados. No entanto, os testes comparativos nao eliminam todas as
reacdes inespecificas (COLLINS et al., 1994).

A reacdo alérgica a tuberculina € uma reagdo de hipersensibilidade
retardada tipo IV mediada por resposta celular e com baixa producédo de
anticorpos. Essa resposta é desencadeada pela ativagdo dos macrofagos por
interferon gama (IFN y), interleucina-2 (IL-2) e citocinas liberadas por linfécitos
T auxiliares (Th1), aproximadamente dez dias apds o inicio da infeccéo, e se
manifesta macroscopicamente na forma de edema e endurecimento
progressivo no local da aplicagao da tuberculina, que atinge seu maximo apés
72 horas. A intensidade da reagao cutanea pode ser mensurada pelo tamanho
do edema e do endurecimento da pele (BRASIL, 2006).

Variagoes inerentes ao teste, tais como dose, conservagao e o proprio

PPD utilizado, somadas as possiveis variagdes na execucdo, leitura e
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interpretacado do teste, podem contribuir para o aumento de resultados falso-
negativos (MONAGHAN et al.,, 1994). Além disso, falso-negativos podem
ocorrer quando o exame é realizado em animais em final da gestagéo ou pés-
parto, com desnutricdo, imunossupressao causada pelo uso inadequado de
drogas e devido ao fendmeno da anergia (RIVERA et al., 2009; ALVAREZ et
al.,, 2012).

Para o exame post mortem, estudos bacteriolégicos e histopatolégicos
das lesdes macroscépicas permitem controlar o diagnéstico realizado em
campo e avaliar a eficacia das provas tuberculinicas (OMS, 1995). A leséo
caracteristica da TB é o granuloma composto por colegcdo de células
epitelioides circundadas por uma orla de fibroblastos com linfocitos
entremeados, conhecido como tubérculo. Frequentemente o centro do
granuloma esta necrosado e calcificado. Semelhante a lesdes de muitas outras
doencgas infecciosas, o tubérculo é a reacdo do hospedeiro aos microrganismos
invasores e sua patogénese depende de uma resposta imunologica especifica
do hospedeiro (JONES et al., 2000).

Apesar das dificuldades na identificagdo das lesbes, uma vez que alguns
processos inflamatorios granulomatosos possuem caracteristicas morfolégicas
semelhantes as descritas para aquelas advindas da tuberculose (REIS et
al.,1995), o exame anatomopatoldgico é muito importante para o diagndstico da
TB. Isto pode ser confirmado com base nos bons resultados alcangados pelos
programas de controle, implantados em regides com alta prevaléncia da
doenca, onde o exame é capaz de detectar 47% da lesGes presuntivas de TB
em bovinos abatidos (CORNER, 1994; LAGE et al., 1998).

O exame histopatolégico € uma ferramenta complementar ao exame
post mortem das carcacgas, com lesdes presuntivas de TB. O método consiste
na analise de fragmentos de lesbes, coletadas em carcagas submetidas a
inspecao (CORNER, 1994). O exame pode ser considerado uma técnica direta
quando empregado coloragao especial de Ziehl Neelsen para visualizagao de
micobactérias, ou indireta, com coloracdo de hematoxilina-eosina no corte
histolégico, podendo ser identificado o granuloma (VARELLO et al., 2008). A
morfologia e organizagdo do granuloma da TB é caracterizada pela presenca
de uma capsula conjuntiva; adjacente a ela ha presengca de infiltrado

inflamatoério mononuclear, predominantemente constituidos por macréfagos e
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linfocitos; também sao observadas células epitelidides, células gigantes tipo
Langhans delimitando a area de necrose de caseificagdo que no seu interior
pode conter material amorfo basofilico, resultado da calcificagdo distrofica
(CASSIDY et al., 1999).

O diagndstico definitivo da tuberculose € realizado mediante o
isolamento e identificagdo do agente por métodos bacteriologicos. As técnicas
de isolamento apresentam baixa sensibilidade, devido aos métodos drasticos
de descontaminacdo do material, que além de destruir os contaminantes,
podem também matar os bacilos, dificultando seu isolamento (CORNER et al.,
1994). Além disso, necessita-se de grande quantidade de bacilos viaveis e
longo periodo de crescimento em meios de cultura apropriados, que pode
variar de quatro a seis semanas (ZANINI, et al., 2001).

Os membros do CMT, incluindo M. bovis, crescem lentamente quando
comparado com os padrdes bacteriolégicos gerais e requerem longo tempo de
incubagéo, especialmente no isolamento primario (CORNER et al., 2012), que
varia aproximadamente de 24 a 40 dias para o aparecimento das
primeiras colbnias macroscopicamente  visiveis (CORNER, 1994;
MARCONDES et al.,, 2006). Assim, apenas em pequena porcentagem de
animais suspeitos ou positivos para a enfermidade realiza-se o diagnostico
definitivo (JORGE et al., 2004).

As técnicas moleculares ja apresentam aplicagdao pratica dentro dos
programas de controle e erradicagédo da tuberculose bovina, sendo utilizada de
forma complementar aos procedimentos bacteriologicos. A utilizagdo de uma
metodologia de diagndstico molecular que permita a detecgdo rapida de M.
bovis diretamente em amostras biolégicas € uma interessante alternativa para
a confirmagdo de existéncia da doenga, a ser utilizada na vigilancia
epidemiologica de animais abatidos em matadouros, principalmente pelo longo
periodo necessario para a confirmagao da presenga do agente pelos métodos
bacterioldgicos (RORING et al., 2000; ZANINI et al., 2001).

A PCR é uma técnica que permite identificar a presenca de sequéncias
especificas de DNA micobacteriano, a partir de amostras clinicas ou
micobactéria isolada em meio de cultura. Apresenta as vantagens de ser
sensivel e especifica, e de reduzir o tempo de diagnéstico quando comparada

aos métodos tradicionais, sendo capaz de detectar poucos bacilos na amostra,
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inclusive os inviaveis (ZANINI et al., 2001). Na PCR em tempo real (QPCR) é
possivel acompanhar a amplificagdo do fragmento alvo durante os ciclos
da PCR. Os ciclos de amplificagdo sao realizados com sondas de hibridizacéo
que realcam a especificidade do teste (DORAK, 2006) e tem como vantagem
em relagdao a PCR convencional, maiores precisao, reprodutibilidade, acuracia
e velocidade das analises, melhor controle de qualidade no processo, menor
risco de contaminagéo e objetividade na interpretacdo dos resultados, uma vez
que a reagao ocorre em um sistema tubular fechado, ndo havendo a
necessidade de eletroforese (NOVAIS et al., 2004; RODRIGUEZ - LAZARO et
al., 2007) e oferece também maior sensibilidade analitica (KRENKE, 2005).

Considerando a relagao inversa entre a resposta imune mediada por
células e humoral contra M. bovis, os anticorpos s&o geralmente desenvolvidos
em estagios mais avancados da tuberculose e estdo relacionados com o
progresso da doenga (POLLOCK; NEILL, 2002).

Testes sorologicos baseados na detecgédo de anticorpos provenientes da
resposta imune humoral contra M. bovis tém sido desenvolvidos (OIE, 2013),
dentre os quais o ELISA tem demonstrado grande potencial, pois permite o
processamento de um grande numero de amostras em curto espago de tempo,
e a amostragem sanguinea pode ser repetida com a frequéncia necessaria
sem alterar o estado imune do animal. A interpretacdo é baseada em valores
numéricos e € mais objetiva que a observagao da reagao de hipersensibilidade
na pele do animal (LILENBAUM et al., 2001).

Entretanto os testes soroldgicos apresentam alguns problemas quanto a
sensibilidade e especificidade, que variam em fungao do estagio de infec¢ao da
doencga em que o teste € aplicado, dos antigenos utilizados no ensaio (STRAIN
et al., 2011) e a ocorréncia de reagdes cruzadas com outras espécies de
micobactérias (MORRISON et al.,, 2000). Assim, o desenvolvimento de um
teste de sorodiagndstico requer o conhecimento do mecanismo imune humoral
induzido pela infecgcdo com M. bovis em bovinos (POLLOCK et al., 2006) e a
identificacdo dos principais antigenos envolvidos na estimulagado da produgao
de anticorpos, pois sabe-se que na tuberculose bovina, multiplos antigenos séo
envolvidos e que o reconhecimento desses varia de animal para animal e em
funcao do tempo de infeccdo (LYASHCHENKO et al., 1998).



Tabela 1. Prevaléncia da tuberculose bovina em rebanhos do Brasil.

Ano Autores Estado n° Prevaléncia n° Prevaléncia
animais animais (%) rebanhos rebanhos (%)

2003 RIBEIRO et al., (2016) Distrito Federal 2.019 0,05 278 0,36

2005-2007 SILVA et al., (2016) Parana 16.045 0,42 1.419 2,15

2008-2010 BAHIENSE et al., (2016)  Bahia 18.810 0,21 1.305 1,6

2009 GUEDES et al., (2016) Mato Grosso Sul 17.121 0,035 938 1,3

2009 NESPOLI et al., (2016) Mato Grosso 28.878 0,12 1.133 1,3

2009-2010 VENDRAME et al., 2016 Rondonia 19.640 0,12 904 2,3

2011 DIAS et al., (2016) Séo Paulo 20.278 1,3 1.743 9

2012 VELOSO et al., (2016) Santa Catarina 11.650 0,06 1.653 0,50

2012-2014 GALVIS et al., (2016) Espirito Santo 7.699 0,7 637 7,6

2013 BARBIERI etal., (2016)  Minas Gerais 31382 0,56 2182 4,25

2013 QUEIROZ et al., (2016) Rio Grande do Sul 9.895 0,7 1.067 2,8

2014 LIMA et al (2016) Pernambuco 5.728 0,62 906 2,87

2014 ROCHA et al., (2016) Goias 18.659 0,30 300 3,43

31
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3.5 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP)

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é classificado
como um membro do Complexo Mycobacterium avim-intracellulare (MAC). O
MAC é composto pelas espécies, M. avium e M. intrecellulare, sendo que as
quatro subespécies que compdem M. avium podem infectar grande variedade
de hospedeiros e possuem elevado grau de semelhanca genética. MAP é o
agente responsavel pela paratuberculose, doengca que pode acometer varias
espécies, principalmente ruminantes, além de monogastricos (suinos e caes) e
primatas (TURENE et al., 2008; GLANEMANN et al., 2008).

MAP sao bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), Gram positivos,
iméveis e aerdbicos. Assim como outras micobactérias, possuem parede
celular espessa, composta principalmente por lipideos, o que determina sua
propriedade alcool-acido resistente. Geralmente os bacilos aparecem
agrupados em diversos tecidos e nas fezes e se encontram no interior de
macrofagos e/ou células gigantes de Langhans (COLLINS, 1996). A bactéria é
altamente resistente a situagdes extremas de frio, calor e pH, o que a torna
capaz de sobreviver por longos periodos no solo, fezes e agua (KLANICOVA et
al., 2012). Possui crescimento muito lento, sendo um microrganismo bastante
fastidioso. A formacao de colbdnias visiveis em meio solido pode requerer mais
de 4 meses de cultivo (TAYLOR, 1957).

A possivel ligacdo entre MAP e a Doenga de Crohn em humanos tem
sido objeto de estudos e grandes debates. Embora o MAP né&o seja
considerado uma zoonose, muitos pesquisadores vém sugerindo a associagao
entre MAP e a Doencga de Crohn (CHIODINI et al., 1984). Grant et al., (2002)
avaliaram a viabilidade do MAP, apds processamento, utilizando a técnica de
pasteurizacdo “High Temperature Short Time” (HTST), em amostras de leite
naturalmente contaminadas pelo MAP. Os autores verificaram que o agente foi
capaz de sobreviver ao processo de pasteurizacdo comercial. Tais resultados
estimulam o debate e a possibilidade do MAP ser ingerido pelo homem através
de lacteos (GOMES, 2002). Caso o MAP seja colocado na lista de agentes
transmitidos por alimentos, as consequéncias econdmicas para a industria de

alimentos podem ser profundas e de grande alcance, principalmente por néo
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haver estudos sobre o potencial impacto econémico (KENNEDY;
BENEDICTUS, 2001).

3.6 Epidemiologia e controle da paratuberculose bovina

A paratuberculose € uma doenga contagiosa cronica do trato intestinal
que afeta predominantemente ruminantes domésticos e silvestres (CHIODINI
et al., 1984), embora existam diversos estudos demonstrando que muitas
especies animais podem ser infectadas pelo MAP, tanto sob condi¢cbes naturais
quanto experimentais (DIERCKINS et al., 1990; ZWICK et al., 2002). Cria¢des
leiteiras sao as mais afetadas, pois o confinamento oferece condi¢cdes para a
propagacao da infecgao entre os animais (NIELSEN; BJERRE; TOFT, 2008).

Em 1895, Johne e Frothingham publicaram um relato de caso que foi
considerado “um caso singular de tuberculose bovina”, denominado
inicialmente de pseudotuberculose, depois de doenga de Johne (McFADYEN,
1906) e paratuberculose (BANG, 1910). Em pequenos ruminantes, a doenga foi
relatada pela primeira vez na Grécia, em 1965 (DIMARELI-MALLI et al., 2013).
Na maioria dos casos, a sua ocorréncia esta associada a animais importados e,
em alguns paises, tem grande importancia como Nova Zelandia, Australia e
Reino Unido (COCITO et al., 1994).

A notificacdo da paratuberculose a OIE é obrigatoria, e de acordo com a
base de dados WAHID (Wordwide Animal Health Information Database), no
segundo semestre de 2016 a doenca foi reportada em mais de 50 paises,
sendo que no Brasil a doenca encontra-se limitada a uma ou mais zonas
(Figura 2). Na América do Sul aponta-se para uma prevaléncia de 16,9% entre
bovinos, 75,8% em rebanhos bovinos, 16% entre ovinos, 4,3% entre caprinos e
3,7% nos rebanhos caprinos (FERNANDEZ-SILVA et al., 2014). Estudos sobre
a prevaléncia da infeccdo realizados em diferentes paises estimaram a
prevaléncia em amostras obtidas em matadouros, e identificaram prevaléncia
de 10% na Inglaterra (KENNEDY; BENEDICTUS, 2001); 10,8% em Winconsin
(ARNOLDI et al.,, 1983); 9% na Califérnia (ABBAS et al., 1983); 5,5% no
Canada (McNAB et al., 1991) e 16% na Nova Zelandia (LISLE; MILLESTONE,
1993). Com base em testes soroldgicos, estima-se que a prevaléncia a nivel
mundial esteja entre 7% e 55% (TIMMS et al., 2011).
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Levantamentos sorolégicos realizados em varios paises verificaram
prevaléncia de 11,79% na China (SUN et al., 2015); 51% na Argentina
(PAOLICCHI et al, 2003); 6,3% na Polénia (SZTEYN; WISZNIEWSKA-
LASZCZYCH, 2011); 3,9% na Eslovénia (KUSAR et al., 2011); 20% nos
Estados Unidos (WELLS et al., 1999); 2,3% em Portugal (CORREIA-GOMES et
al., 2010); 2% na Austria (GASTEINER et al., 1999); 32% no gado de leite da
Bélgica (BOELAERT et al., 1999); 17% na Inglaterra e Gales (CETINCAYA et
al., 1998); 60% na Nova Zeléndia (BRETT, 1998); 55% na Holanda (MUSKENS
et al., 1999) e 55% no Canada (NIELSEN; AGGER, 2000).

Figura 2. Mapa de distribuicdo mundial da paratuberculose bovina no segundo
semestre de 2016, para espécies domésticas e selvagens, reportadas a OIE.
Fonte: World Animal Health Information Database (WAHIS Interface) OIE.
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No Brasil, a doencga foi relatada pela primeira vez, em 1915, em bovinos

-

da raga Flamenga importados da Bélgica, no estado do Rio de Janeiro,
(Dupont, 1915). Nao ha levantamentos oficiais da paratuberculose e os estudos
de prevaléncia sao pontuais e geralmente trabalha-se com pequeno numero de
amostras e rebanhos. Verifica-se relatos da doenga em ruminantes em pelo
menos 11 estados das 5 regides do pais (RIVEIRA et al., 1996; FONSECA et
al., 2000; GOMES et al., 2002; ACYPRESTE et al., 2005; SILVA, 2005; MOTA
et al., 2007; RISTOW et al., 2007; COSTA et al., 2010; YAMASAKI et al., 2010;
SA et al., 2013; VILAR et al., 2015) (Tabela 2).
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Tabela 2. Prevaléncia da paratuberculose bovina em rebanhos do Brasil.

Ano  Autores Estado Prevaléncia Meétodo
animais (%) Diagndstico

1996 Riveira et al. (1996) MS 45,5 ELISA

2000 Fonseca et al. (2000) SP 37,9 ELISA

2002 Gomes et al. (2002) RS 50 ELISA absorvido
39,8 ELISA néo absorvido
114 IDGA
3.6 Cultivo fecal

2005 Acypreste etal. (2005) GO 60,24 ELISA

2005  Silva (2005) PA 35,4 ELISA

2007 Ristow et al. (2007) RJ 12,8 ELISA

2007 Mota et al. (2007) PE 32,3 Isolamento, anatomopatoldgico

e PCR

2009 Costaetal. (2010) ES 11,4 ELISA

2010 Yamasakietal. (2010) RJ 40 ELISA

2012 Saetal. (2013) PE 2,7 ELISA

2015 Vilar et al. (2015) PB 10,7 ELISA

A principal via de transmissdo do MAP é a oro-fecal. Os ruminantes
jovens s&o os mais suscetiveis a infecgdo, que ocorre principalmente através
da amamentagdo no ubere contaminado por fezes de animais doentes
(RADOSTITS et al, 2002), embora existam outras meios como a
transmissao vertical (WHITTINGTON; WINDSOR, 2009) e a transmiss&o pelo
colostro e leite de vacas infectadas (CHIODINI; HERMON-TAYLOR, 1993).
Pastos, agua e alimentos contaminados com fezes de bovinos doentes sao
também importantes meios de transmissdao (CHIODINI et al.,, 1984). O trato
reprodutivo masculino pode ser contaminado, embora a transmissao sexual
nao tenha sido comprovada. O MAP ja foi isolado de sémen fresco e sémen
comercializado congelado (LARSEN; KOPECKY, 1970).

Alguns fatores podem contribuir para a disseminagdo da PTB nos
rebanhos, como por exemplo, o contato dos bezerros com as fezes de animais
infectados pelo MAP (DORE et al., 2012), a auséncia de piquetes maternidade
(VILAR et al., 2015), o tamanho do rebanho, (SUN et al., 2015), a taxa de



36

crescimento anual do rebanho (SA et al., 2013), o fornecimento de colostro e
leite procedente de vacas doentes (NIELSEN; BJERRE; TOFT, 2008), o
manejo de criagdo (contato de bezerros com adultos), o transporte, parto,
elevadas cargas parasitarias e o estresse causado pela ordenha (DUFOUR et
al., 2004).

Devido ao longo periodo de incubagédo, os animais infectados podem
excretar o microrganismo em suas fezes por 15 a 18 meses, antes de surgirem
0s primeiros sinais clinicos da doenca (RADOSTITS et al., 2002). As
manifestacdes clinicas da paratuberculose ocorrem em animais a partir de dois
anos; € caracterizada por perda progressiva de peso, apesar dos animais
apresentarem apetite normal ou mesmo exacerbado, desidratacdo, diarreia
intermitente, profusa e nao responsiva a tratamentos (BEHR; COLLINS, 2010).

A paratuberculose bovina subclinica esta associada ao aumento dos
sinais inespecificos como diminuicdo na producdo leiteira, transtornos
reprodutivos e maior incidéncia de mastites (CORPA et al., 1998). O acumulo
de células inflamatérias na mucosa e submucosa do intestino, causa a
sindrome da ma absorg¢do, o que diminui a absor¢édo de nutrientes, reduz a
eficiéncia produtiva e causa o declinio da condi¢gado corporal (CHIODINI et al.
1984; CLARKE, 1997). A manifestacdo clinica da paratuberculose esta
associada a situacdes de estresse como partos, deficiéncia nutricional e
producéo de leite elevada (CLARKE, 1997).

A gravidade das lesbes pode nao corresponder a gravidade dos sinais
clinicos. As lesbes primarias encontram-se no trato gastrointestinal e nos
linfonodos regionais associados; a area mais comumente afetada é a porgao
terminal do ileo na regido da valvula ileocecal e pode ter forma segmentar ou
difusa, porém as lesbes podem aparecer desde o duodeno até ao reto
(CHIODINI et al., 1984).

Na fase precoce da doenca, a primeira alteragao que se verifica € um
ligeiro engrossamento da mucosa ficando esta com um aspeto aveludado. Mais
tarde, a parede intestinal engrossa, mostrando-se por vezes edematosa. A
mucosa apresenta pregas grossas e largas com disposig&o transversal e bem
compactada. Esta apresentacdo ndo desaparece quando o intestino é esticado,
sendo denominada de cerebroide por se assemelhar ao cortex cerebral. A

mucosa entre as pregas pode estar avermelhada devido a congestdo ou
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ulceracdo. A superficie peritoneal do ileo pode apresentar pequenos nddulos
brancos calcificados ou caseosos (CHIODINI et al., 1984; GILARDONI et al.,
2012; SALEM et al., 2013).

As lesdes linfaticas compreendem linfadenite e linfangite. Chiodini et al.
(1984) relata que os linfonodos mesentéricos ficam aumentados, edematosos,
palidos, quase sem distingdo corticomedular e com varios locais de inflamacgao
granulomatosa. Os linfonodos mais afetados encontram-se na regido ileocecal.
Os vasos linfaticos assemelham-se a cordées engrossados que percorrem 0O
peritbnio intestinal e o mesentério até aos linfonodos e podem apresentar os
mesmos noédulos brancos calcificados ou caseosos (SALEM et al., 2013).
Também podem ocorrer lesées noutros 6rgaos, principalmente no figado, onde
podem aparecer granulomas focais que podem passar despercebidos.
Também podem ocorrer lesdes vasculares, nomeadamente arteriosclerose
(CHIODINI et al., 1984).

O sucesso no controle da paratuberculose depende da implementacao,
a longo prazo, de mudancgas na gestao do rebanho. Em rebanhos negativos, o
objetivo é permanecer livre do MAP. Para isso, os rebanhos precisam ser
manejados de modo fechado, sem a introdugdo de animais de outros rebanhos
ou participacao em leildes ou feiras onde exista potencial contato com animais
infectados. Para rebanhos infectados, o objetivo é trabalhar para reduzir a
prevaléncia da infecgdo. As principais estratégias sdo: (1) prevenir novas
infecgdes, (2) gerenciar bovinos infectados adequadamente, e (3) melhorar a
resisténcia ao MAP (FECTEAU, 2017).

A gestdo dos piquetes maternidades € um aspecto importante para
prevenir novas infecgdes. Deve proceder-se a separagao do bezerro e vaca
logo a nascenga para diminuir a probabilidade de transmissé&o fecal-oral. Deve-
se interditar a entrada de animais com qualquer tipo de doeng¢a na maternidade
e a densidade animal deve ser baixa, ou, se possivel, deve haver maternidades
individuais. Os espacos tém de ser mantidos limpos, ndao esquecendo
comedouros e bebedouros, mudando-se a cama diariamente. Os bezerros
devem ser limpos regularmente, tendo especial atengao aos flancos, membros,
ubere e tetos (GARRY, 2011; SWEENEY et al., 2012).
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3.7 Métodos de diagnéstico da paratuberculose bovina

O diagnéstico da doenga pode ser realizado pela identificagdo do agente
etiolégico ou deteccdo da resposta imune a esse agente (MANNING;
COLLINS, 2001). Varios métodos podem ser utilizados como: cultura fecal,
testes imunoldgicos baseados na resposta imune celular e humoral, exames
moleculares como a PCR e método histopatolégico (ROUSSEL et al., 2007).

O isolamento do agente por meio da cultura fecal é a técnica
considerada “padrao-ouro” para o diagnostico da paratuberculose com 100%
de especificidade, apesar da baixa sensibilidade e longo tempo necessario
para serem observadas as primeiras colénias (CHIODINI et al., 1984). Nielsen
e Toft (2008), estimam que a sensibilidade do exame varia com a fase da
doenca em que o animal se encontra, sendo estimada em 70% no caso de
animais em fase clinica ou aproximadamente 23 a 29% quando se consideram
os animais infectados. O MAP apresenta o crescimento mais fastidioso dentre
todas as micobactérias, com o periodo de incubagao de até 8 - 16 semanas, o
que pode levar meses até o diagnostico final (LILENBAUM et al., 2007). Os
meios de cultura ideais para o MAP sdo o Ldwenstein-Jensen e o meio
Herrolds’s egg yolk medium (HEYM), enriquecidos com micobactina. O
processamento laboratorial é trabalhoso e o tempo de crescimento do
microrganismo €& demorado, levando aproximadamente 8 a 12 semanas a 37°
C (RISTOW et al., 2007).

O diagnostico ante mortem da PTB tem sido um ponto critico em
estratégias de controle. Ainda n&do ha teste padrdo para o diagndstico da
paratuberculose devido a natureza crbnica da enfermidade e aos diferentes
estagios da doenca. A resposta imune €& uma caracteristica comum das
doencgas causadas pelas micobactérias (CHIODINI et al. 1984). As provas
baseadas na deteccdo da resposta humoral frequentemente mostram
resultados negativos nas fases iniciais da infecgao, porém séo positivas nas
fases finais da doenga quando a carga antigénica € consideravel. O contrario
se da quando os testes de imunidade celular produzem resultados negativos
nos estagios mais avancados ou no estado de anergia da doenca. E
improvavel que o diagnéstico da paratuberculose por meios indiretos possa se

basear na detecgédo de um unico tipo de resposta imune (STABEL, 2010).
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Existem dois tipos de provas imunologicas para o estudo de MAP. As
que detectam a resposta humoral e as que detectam a resposta celular. A
resposta imune celular esta associada ao periodo inicial da infecgdo, sendo
esta progressivamente substituida pela resposta humoral a medida que a
infeccdo avanga e comegam a ser observados 0s primeiros sinais clinicos
(TIMMS et al., 2011).

No exame intradérmico avalia-se a reagao de hipersensibilidade
causada pela inoculagao de jonina ou PPD aviario (YAMASAKI et al., 2013). O
exame foi o teste mais utilizado no passado para deteccéo da infecgédo precoce
(KALIS et al. 2003), no entanto, o uso é limitado, devido a falta de
especificidade. A reacdo a PPD aviaria esta associada a exposicdo ou
infeccbes causadas por diversos agentes do complexo Mycobacterium (M.
bovis, M. avium e MAP) e por Nocardia farcinius (LILENBAUM et al., 2007). A
exposicao a micobatérias saprofitas presentes no ambiente, também pode
sensibilizar os animais, resultando em reacdes de hipersensibilidade do tipo
tardia inespecifica (SCOTT et al. 2010). O teste intradérmico é considerado
positivo quando ha um aumento na espessura da pele maior que 3 mm, no
local da inoculagao, apos 24 a 72 horas (NIELSEN et al., 2001).

Anticorpos especificos contra o MAP comegam a ser detectados na fase
subclinica da doenga, quando a infecgdo ja estd bem estabelecida e
disseminada, mas ainda n&o ha sinais clinicos (FECTEAU, 2017). Podem ser
usados testes de fixacdo de complemento, imunodifusdo em gel de agar e
ensaios imunoenzimaticos (ELISA). O teste a que mais utilizado na rotina é o
ELISA, que identifica unicamente a resposta humoral (GILARDONI et al.,
2012). Estes ensaios tornam-se muito sensiveis quando a produgédo de
anticorpos € mais elevada, pois a sensibilidade dos testes de deteccido de
anticorpos aumenta com a progressao da doencga (TIMMS et al., 2011).

O soro para o teste ELISA pode ser obtido a partir de amostras de
sangue ou leite. Existe uma grande variedade de testes ELISA, utilizando
diferentes antigenos para a detecgao de anticorpos anti-MAP. Assim sendo, a
sensibilidade do ELISA também varia, podendo ir de 7 a 39% quando se
consideram todos os animais infectados e de 50 a 87% quando os animais ja
apresentam sinais clinicos. Dependendo do teste, a especificidade encontra-se
entre os 85 a 100% (NIELSEN; TOFT, 2008).
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O exame histopatologico constitui-se na observacdo das lesdes
especificas em amostras de tecido como o ileo, intestino (visualizagdo de
placas) e linfonodos mesentéricos (normalmente alargados e edematosos)
(OIE, 2014), e sao caracterizadas por enterite, linfangite e linfadenite
granulomatosas (DRIEMEIER et al., 1999). Nota-se infiltrado de elementos
histiocitarios de nucleos vesiculosos, cujas células sdo volumosas, os limites
nao sao nitidos; entre elas encontram-se numerosas células gigantes de
Langhans. Na subserosa encontram-se capilares linfaticos dilatados e
ocupados, por aglomerados de células gigantes (CLARKE, 1997). Verifica-se
ainda vasos sanguineos intestinais dilatados repletos de hemacias assim como
ectasia dos vasos linfaticos da subserosa do intestino e mesentério, e
ocupados por rede de fibrina ou por elementos histiocitarios. Na maioria das
vezes o infiltrado é formado por linfécitos, em permeio a raros neutrdfilos e
plasmdcitos. Nos linfonodos mesentéricos observa-se a substituigdo da zona
cortical por infiltrados difusos das células macrofagicas com numerosos
gigantdcitos, distribuidos ao acaso. Pode ser observada a infiltragdo destas
mesmas células na zona cortical e paracortical dos linfonodos mesentéricos
(CLARKE, 1997; CHIODINI et al., 1984; DRIEMEIER et al., 1999).

Avangos na area de biologia molecular, em particular, no
desenvolvimento da reagdo em cadeia de polimerase (PCR), tém oferecido
novos suportes para o desenvolvimento de um teste rapido, sensivel e
especifico. No caso da paratuberculose, a identificacdo de uma sequéncia de
insercdo conhecida como IS900, considerada unica para MAP, tem facilitado a
utilizacdo do PCR na detecgcdo desse organismo em fezes e em tecidos
(COLLINS et al., 1993). No genoma de MAP pode-se encontrar 14 a 20 copias
da 1S900, o que confere a testes que a utilizem uma sensibilidade superior em
relacdo a outras sequéncias (TIMMS et al., 2011).

Foi relatado que a sensibilidade da PCR para amostras de fezes ¢é igual
ao da cultura, com maior especificidade, devido aos primers utilizados (KAWAJI
et al., 2007). A PCR em tempo real possibilita maior eficiéncia na detecgédo do
agente, quando comparado a PCR convencional. A técnica oferece a vantagem
de menor risco de contaminacao cruzada; maior sensibilidade e especificidade
que é reforcada pela utilizacdo de sondas e a possibilidade de quantificar o
agente (MACKAY, 2004).
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3.8 Virus da Leucose enzooética bovina

A leucose enzodtica bovina (LEB) é uma doenga crbnica causada pelo
virus da leucose bovina (VLB), pertencente a familia Retroviridae, subfamilia
Oncovirinae e género Deltaretrovirus, que infecta principalmente linfocitos tipo
B (RADOSTITS et al., 2002; BARROS, 2007). A palavra retro (reverso) origina-
se da enzima transcriptase reversa e como em todos os retrovirus, por acao
dessa enzima, o RNA viral € convertido em DNA pré-viral, o qual se integra ao
genoma da célula hospedeira. Tal fenbmeno contribui para que a infecgéo
torne-se permanente (RAJAO, 2008).

O virus mede de 90-120nm de diametro e € constituido por um capsideo
icosaédrico, envelope lipoglicoproteico e genoma RNA fita simples. As
glicoproteinas presentes no envelope possuem importante fungéo biolégica no
ciclo de replicacdo por modularem a adsorcdo do virus a ceélula alvo,
determinando o tropismo e a especificidade viral. A glicoproteina 51 (gp51)
presente no envelope do VLB é responsavel pela infectividade do virus, sendo
a ligagao da gp51 a um receptor especifico na célula a etapa inicial da infecgéo
(LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

Radiacbes ultravioleta, congelamento e descongelamentos repetidos,
assim como o aquecimento a 56° durante 30 minutos inativam o virus
(BARROS, 2007). O virus pode permanecer viavel por até duas semanas em
sangue armazenado a 4°C. Solventes e detergentes lipidicos, tais como o

alcool, éter e cloroférmio inativam os retrovirus (BRAGA et al., 1997).

3.9 Epidemiologia e controle da leucose enzoética bovina

A LEB encontra-se distribuida mundialmente, observa-se maior
disseminagao entre animais de exploracdo leiteira em relacdo aos animais
destinados a producao de carne, sendo essa maior susceptibilidade associada
ao tipo de manejo e aglomeracgéao (BIRGEL JUNIOR et al., 2006; DEL FAVA;
PITUCO, 2004). A infecgcao ocorre com maior frequéncia em animais com mais
de 24 meses, essa maior frequéncia nao deve ser atribuida a maior

susceptibilidade desses animais e sim ao maior tempo de permanéncia dos
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bovinos mais velhos nos rebanhos e, por isso, submetidos a exposicao
prolongada pelo virus (RAJAO et al., 2012).

De acordo com Birgel Junior et al. (2006), a partir dos seis meses de
vida o percentual de animais positivos aumenta gradativamente com o
progredir da idade, passando de 1,07% no grupo etario formado por animais
com idade entre 6 e 12 meses, para 13,52%, no gado com 48 a 72 meses de
idade e atingindo nos animais acima de 72 meses o percentual de 32,72%.

O virus possui carater endémico em diversos paises, embora ja existam
regides e paises, como Alemanha, Dinamarca, Finlandia e a regido baixa da
Silesia, na Pol6nia, que erradicaram a infeccdgo (NUOTIO et al., 2003;
OTACHEL-HAWRANEK, 2007).

A prevaléncia da LEB no mundo é bastante variavel, com indices de
32,85% na Argentina (TRONO et al., 2001); 49,3% na Colémbia (PENA et al.,
1985); 20% na Bolivia (LOPEZ et al., 2010); 34,3% na Venezuela (MARIN et
al., 1978); 3,3% no Japéao (USUI et al., 2003); 11,0% na Turquia (UYSAI et al.,
1998); 18,29% na China (SUN et al., 2015); 26,9% no Canada (SCOTT et al.,
2006), e 48% nos EUA (USDA, 1997). Dados de notificagcao oficial reportados a
OIE até o 2° semestre de 2016 revelam que na América do Sul, Brasil, Peru e
Paraguai, bem como México na América Central, a doenga encontra-se
limitada a uma ou mais zonas. Estados Unidos, Canada, Colémbia, Equador,
Argentina e Uruguai, a doenga estava presente. Bolivia, Chile e Guiana
Francesa a doenca nao foi reportada (Figura 3).

No Brasil o primeiro relato da infecgao ocorreu em 1943, por Rangel e
Machado (1943), a introducdo foi atribuida a importacdo de animais por
produtores do Sul e Sudeste, espalhando-se para demais regides devido o
transito intenso de animais (ABREU et al., 1994). A avaliagdo da prevaléncia
pelo VLB foi iniciada nos rebanhos dos estados da regido Sudeste, por Alencar
Filho (1979), que identificou prevaléncia de 60% em rebanhos leiteiros criados
em Sao Paulo. A partir de entdo, diversos estudos de prevaléncia foram
realizados no Brasil, demonstrando a distribuicdo da LEB pelos rebanhos
bovinos do pais (CARNEIRO et al., 2003; MOLNAR et al., 1999; SANTOS,
2010; FERNANDES et al., 2009; PINHEIRO-JUNIOR et al., 2013; MATOS;
BIRGEL JUNIOR; BIRGEL, 2005; JULIANO et al., 2014; HEIDMAN et al., 2015;
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BIRGEL JUNIOR, et al., 2006; AMBROSIO, 2015, ROMERO; ROWE 1981;
BARROS FILHO et al., 2010; FRANDOLOSO et al., 2008) (Tabela 2).

Figura 3. Mapa de distribuicdo mundial da leucose enzodtica bovina no
segundo semestre de 2016, para espécies domeésticas e selvagens, reportadas
a OIE. Fonte: World Animal Health Information Database (WAHIS Interface)
OIE.
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Os Unicos animais infectados naturalmente sdo os bovinos, bubalinos e

capivaras, entretanto ja foi demonstrado em infec¢gdes experimentais que
outras espécies como ovinos e caprinos podem ser infectados, porém o efeito
patogénico é diferente (BIRGEL JUNIOR et al., 2006). Animais assintomaticos
€ 0s que apresentam sinais clinicos sao capazes de eliminar o agente por meio
das excrecdes e secrecdes corporais, como: secrec¢oes nasal e traqueal, urina
e principalmente, sangue, leite e saliva (JOHNSON e KANEENE, 1992).

A transmissao do VLB ocorre de forma vertical, mas preferencialmente
por via horizontal, de forma iatrogénica, sendo necessarios apenas 2.500
linfécitos (0,05uL de sangue) para que, através de inoculagdo, ocorra a
infecgdo. Procedimentos inadequados de palpagdo retal, vacinagao,
reutilizagdo de agulhas contaminadas com sangue, colheita ou transfusées de
sangue, além de fémites contaminados usados em procedimentos cirurgicos,
podem difundir intensamente o VLB entre os animais (KOHARA et al., 2006;
FLORES, 2007; FERNANDES et al., 2009).
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A transmissao horizontal do virus € favorecida pelo convivio intimo e
prolongado de animais, que vivem em condi¢des de estresse. O VLB pode ser
também transmitido por tabanideos em decorréncia de alternancia alimentar
em diferentes hospedeiros, assim acredita-se que estes insetos desempenhem
papel importante na propagagdo da doenga, principalmente em regides com
altas temperaturas, onde a proliferagdo é maior (SILVA et al., 2008;
DIGIACOMO, 1992; FLORES 2007). De acordo com Braga et al. (1998), a
transmissao através da inseminagao artificial s6 ocorrera se o sémen for
contaminado com sangue durante a colheita.

A transmissao vertical da LEB pode ocorrer pela via uterina ou mesmo
oral através da ingestdo de colostro e leite contendo linfécitos contaminados
com o BLV. Bezerros de maes infectadas podem ser infectados ao nascerem
ou pela ingestdo de colostro e leite (DIGIACOMO, 1992). Soropositividade
entre 3 a 20% em bezerros recém-nascidos antes da ingestao do colostro, ja foi
comprovada por Leuzzi Junior; Alfieri; Alfieri (2001) e Del Fava e Pituco (2004).

A maioria dos bovinos infectados permanece assintomatica.
Aproximadamente um tergco dos animais infectados desenvolvem doenga
crbnica proliferativa, chamada de linfocitose persistente, em que o numero de
linfocitos B se eleva acentuadamente. A formacdo de linfomas pode ser
observada em até 5% dos animais acometidos, geralmente apos longo periodo
de infecgdo, em animais acima de cinco anos de idade. Os sinais clinicos mais
frequentes sdo: inapeténcia, indigestdo, diarréia, perda de peso, partos
distocicos, exoftalmia, paralisia de membros e alteragdes neuroldgicas por
compressao de nervos (CAMARGOS et al., 2004).

Os principais fatores de risco relacionados a elevagao na frequéncia de
animais infectados nos rebanhos nacionais e do mundo sao: presencga de
insetos hematofagos, histérico de animais com leucemia, comercializagéo de
animais (KOBAYASHI et al., 2014), idade, tamanho do rebanho, raga (SEVIK;
AVCI; INCE, 2015), presenca de animais provenientes de outras propriedades
(SUN et al., 2015), assisténcia técnica, aquisicdo recente de gado, auséncia de
piquete maternidade, transfusdo sanguinea e manejo inadequado do colostro
(PINHEIRO JUNIOR, et al., 2013; SILVA et al., 2008). Além disso, a auséncia
de uma politica sanitaria nacional visando combater a ocorréncia da doenca

contribui para a disseminagéo da LEB nos rebanhos (GARCIA et al., 1991).
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Devido ao fato da infeccdo ser na maioria das vezes inaparente e,
principalmente, pela ndo visualizagdo dos prejuizos econémicos relacionados
ao VLB, percebe-se a dificuldade na implantagdo de um programa de controle,
sendo o comprometimento para a implantagdao do programa por parte dos
proprietarios, fator essencial para reducéo na prevaléncia da doenga (MENDES
etal., 2011).

O monitoramento realizado por meio de exames soroldgicos periddicos
pode auxiliar na adocido de medidas que permitam controlar a doenca no
rebanho. Exames sorologicos na entrada de animais e a eliminagdo gradativa
dos positivos podem ser determinantes no controle da LEB (FORLETTI et al.,
2013).

Braga et al. (1997), analisaram a eficiéncia de trés métodos de controle
da infec¢do pelo VLB em rebanhos leiteiros: (1) eliminagdo dos soropositivos;
(2) segregacao do rebanho e (3) manejo misto. Os autores concluiram que a
eliminacao dos positivos s6 € viavel quando a prevaléncia da doenca é baixa,
sendo necessario o acompanhamento soroldgico, pois a permanéncia de um
animal infectado é fonte de infecgdo para os demais. A segregagédo entre
bovinos positivos e negativos embora pouco pratico mostrou-se eficaz,
possibilitando a eliminagdo fracionada dos infectados. J& o manejo misto
mostrou-se inviavel em curto prazo, possivelmente pela dificuldade em seguir

as medidas preventivas.

3.10 Métodos de diagnéstico da leucose enzoética bovina

O diagndstico da LEB é fundamental para o controle e erradicagéo da
doencga, podendo ser realizado pela identificagdo de alteragées hematologicas,
caracterizadas pelo aumento no numero de linfocitos (linfocitose persistente),
pelo isolamento viral a partir do cultivo em células de pulmao fetal bovino, onde
aparecerao sincicios, sorologicamente, pela identificacdo de anticorpos
especificos contra o antigeno do VLB, ou pela PCR para detecgao direta do
genoma viral ou do provirus (LEUZZI JUNIOR, ALFIERI, ALFIERI, 2001).
Dentre as técnicas para pesquisa de anticorpos, as mais comumente utilizadas

sdo: o teste de imunodifusdo em gel de agar (IDGA), a reagao de fixagcao de
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complemento, a soroneutralizagdo, o ELISA e o radioimunoensaio
(EVERMANN, 1992).

A praticidade, o baixo custo e a especificidade tornaram o teste IDGA
o método mais amplamente utilizado para o diagnéstico da LEB na maioria dos
paises, porém alguns pontos negativos foram detectados: o teste teria baixa
sensibilidade de detectar animais com baixos titulos de anticorpos; animais
infectados recentemente e vacas gestantes proximos de trés semanas que
antecedem o parto e vaca com duas semanas de puerpério (MELO;
MARQUES JUNIOR, 1993). O teste de IDGA também n&o teria a capacidade
de diferenciar anticorpos transferidos de forma passiva para os bezerros via
colostro de anticorpos de uma infecgao ativa (LEUZZI JUNIOR, ALFIERI,
ALFIERI, 2001).

Um estudo comparativo entre as técnicas de IDGA e ELISA foi
realizado para diagnosticar o VLB utilizando como teste confirmatério o
Western blotting (WB). Os resultados mostraram semelhanga de especificidade
entre os testes, porém, o ELISA apresentou maior sensibilidade quando
comparado ao IDGA. O teste de ELISA apresenta como vantagem adicional a
possibilidade da analise de um grande numero de amostras simultaneamente
(DOLZ; MORENO, 1999). Para os trabalhos de erradicagcdo da LEB a técnica
de ELISA é a mais indicada pela maior sensibilidade e praticidade (LEUZZI
JUNIOR, ALFIERI, ALFIERI, 2001).

A realizagcdo de exames histopatolégicos em bovinos infectados pode
ser util na caracterizagao da apresentagcdo tumoral (YAMAMOTO et al.,1982).
As lesbes tipicas no adulto aparecem geralmente em animais com idade
superior a trés anos. Nestes o desenvolvimento de tumores volumosos e
nodulosos, localizados em serosas, tecido conjuntivo frouxo e em nodulos
linfaticos sugerem neoplasias em areas relacionadas ao sistema linfatico. O
envolvimento do baco e a infiltragdo de leucdcitos no figado estdo presentes
em casos em que observa-se a manifestagdo leucémica em sangue periférico
(LEUZZI JUNIOR, ALFIERI, ALFIERI, 2001).

A PCR é uma técnica conveniente para detectar o DNA proviral em
amostras de sangue, suspensdes de 6rgaos e material tumoral, sendo um
método sensivel que permite o diagndstico rapido e precoce (BALLAGI-

PORDANY et al., 1992). Recomenda-se a PCR para confirmar resultados da
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sorologia quando forem analisados animais jovens com a presenga de
anticorpos colostrais; em caso de tumor para diferenciar entre linfoma
esporadico e infeccioso; casos com resultado duvidoso no ELISA; novas
infecgdes antes que possam ser produzidos anticorpos; e em bovinos utilizados
na producédo de vacinas (EVERMANN, 1992).



Tabela 3. Prevaléncia da leucose enzodtica bovina em rebanhos do Brasil.

Ano Autores Estado n° Prevaléncia n° rebanhos Prevaléncia
animais animais (%) rebanhos (%)
1999 CARNEIRO et al., (2003) Amazonas 661 8,9 16 100
1999 MOLNAR et al., (1999) Para 668 26 14 85
2009 SANTOS, (2010) Maranhao 920 53,80 92 98,91
2006 FERNANDES et al., (2009) Pernambuco 881 37 38 94,7
2008 PINHEIRO-JUNIOR et al., Alagoas 341 27,8 17 70,6
2003 (l\ig}%)S; BIRGEL JUNIOR; Bahia 796 41 13 100
BIRGEL (2005)
2006 JULIANO et al., (2014) Tocantins 489 27,8 12 100
2006 JULIANO et al., (2014) Goias 562 15,3 11 81,9
2011-2012  HEIDMAN et al., (2015) Mato Grosso 280 11,78 10 100
2005 BIRGEL JUNIOR et al, S&o Paulo 476 9,24 7 85
2014 ,(Azl\c/)lgfla‘?)OSlo, (2015) Minas Gerais 1392 80,89 10 100
1981 ROMERO; ROWE (1981) Rio de Janeiro 1444 53,3 12 100
2007 BARROS FILHO et al, Parana 268 56,34 5 100
2008 glg,;r(\)l)DOLOSO etal., (2008) Rio Grande do Sul 200 38,5 26 61,5
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ELISA INDIRETO COMO METODO COMPLEMENTAR DE DIAGNOSTICO DA
TUBERCULOSE BOVINA!
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Mota#4, Anna M. C. Lima®

ABSTRACT.-Souza M.A., Bombonato N.G., Dib C.C & Lima, A.M.C., 2017. [Indirect
ELISA as a complementary method of diagnosis of bovine tuberculosis.] ELISA
indreto como método complementar de diagndstico da tuberculose bovina.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Medicina Veterindria,
Universidade Federal de Uberlandia, Rua Ceard, s/n?, Bloco D, sala33, Laboratorio
de Doencas Infectocontagiosas, Uberlandia, MG 38400-902, Brasil. E-mail:
mari assuncao@yahoo.com.br

Bovine tuberculosis is an economic and health problem in the world,

requiring precise diagnostic methods for its control and eradication. The aim of
this study was to evaluate the performance of a commercial ELISA test in the
diagnosis of bovine tuberculosis. A total of 1644 cattle, from eight dairy herds,
three of them with no recent history of the infection, and another five with positive
results in the last tuberculin examination were evaluated by the comparative
cervical tuberculin test (CCTT). For the serological diagnosis of tuberculosis, the
commercial ELISA kit Mycobacterium bovis antibody test IDEXX® (ELISA M. bovis)
was used. Serum samples from 846 cattle from the same eight herds selected for
the study were evaluated in ELISA M. bovis. Positive animals in CCTT and/or ELISA
M. bovis have been sent to slaughter. Positive in ELISA M. bovis was performed for
macroscopic examination and classification of the carcasses in: presence or
absence of lesions. Samples of lung, liver and lymph nodes (retropharyngeal,
submandibular, cervical and mediastinal) were collected and stored under
refrigeration for microbiological culture and subsequent confirmation by PCR. The
same samples were also conditioned in bottles with 10% formaldehyde for the
histopathological examination stained with Hematoxilina and Eosina (HE). Of the
1644 bovines 61 were considered positive and 65 inconclusive in CCTT. The retest
of the inconclusives identified more 19 positives. In total, 80 (4.8%) CCTT positive
cattle, from 5 herds were sent for slaughter. The ELISA M. bovis identified 4,2%
(36/846) of positive cattle, 35 considered negative and one inconclusive in CCTT.
Of the 36 positives in ELISA M. bovis, 27 were euthanized, and 11% (3/27) showed
lesions suggestive of tuberculosis, in macroscopic examination, and two animals
confirmed by histological, microbiological and PCR methods. The low association
of ELISA M. bovis with the results obtained in macroscopic, histological and
microbiological isolation, points to the fragility of the ELISA performance in field
conditions.

INDEX TERMS: Mycobacterium bovis, serologic diagnosis, anergy, tuberculin test

RESUMO: A tuberculose bovina é um problema econdémico e de saiide no mundo,
que requer métodos de diagnostico precisos para o controle e erradicagdo.
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Objetivou-se com este estudo avaliar o desempenho de um teste comercial de
ELISA no diagnéstico da tuberculose bovina. Foram avaliados pelo teste cervical
comparativo (TCC) 1644 bovinos, provenientes de oito rebanhos de exploracao
leiteira, sendo trés deles sem historico recente da doenca, e outros cinco com
resultados positivos no ultimo exame de tuberculinizacdo. Para o diagndstico
sorologico da tuberculose utilizou-se o kit comercial de ELISA Mycobacterium bovis
antibody test IDEXX® (ELISA M. bovis). Amostras de sorosanguineo de 846 bovinos
provenientes dos mesmos rebanhos foram também avaliadas no ELISA M. bovis. Os
bovinos positivos no TCC e ELISA M. bovis foram encaminhados para o abate
sanitario. Dos positivos no ELISA M. bovis foi realizado o exame macroscopico das
carcagas e classificacio das mesmas em: com presenca ou auséncia de lesdes.
Amostras de pulmao, figado, linfonodos retrofaringeo, submandibular, cervical e
mediastinico, foram colhidas em duplicata para realizacdo dos exames de cultivo
microbioloégico com posterior confirmacao por PCR, e exame histopatologico com
coloracdo de Hematoxilina e Eosina (HE). Dos 1644 bovinos 61 foram
considerados positivos e 65 inconclusivos no TCC. O reteste dos inconclusivos
identificou mais 19 positivos. No total, 80 (4,8%) bovinos positivos no TCC,
provenientes de 5 rebanhos foram encaminhados para abate. O ELISA M. bovis
identificou 4,2% (36/846) de bovinos positivos, sendo 36 considerados negativos
e um inconclusivo no exame de tuberculiniza¢do. Dos positivos no ELISA M. bovis,
27 foram eutanasiados, e no exame macroscépico das carcacas 11% (3/27) dos
animais apresentaram lesdes sugestivas de tuberculose, e em apenas dois houve
confirmacao da doenca pelos métodos histolégico, microbiolégico e PCR. A baixa
associacdo dos resultados obtidos no ELISA M. bovis com os exames macroscopico,
histolégico e isolamento microbiolégico apontam para a fragilidade do
desempenho do ELISA em condigdes in situ.

TERMOS DE INDEXACAO: Mycobacterium bovis, diagndstico soroldgico, anergia,
tuberculinizacao

INTRODUCAO

A tuberculose bovina (TB) é uma doenga cronica, causada por Mycobacterium bovis
(M. bovis), um membro do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), que
compreende os agentes causais da tuberculose em diferentes espécies animais
(Casal et al. 2014). Devido ao seu carater zoonético e as perdas econdmicas
provocadas na cadeia de carne e leite, a doenga é motivo de controle e erradicagdo
em programas de diversos paises (Barbieri et al. 2016). A ferramenta basica
utilizada no controle é a ado¢ao de uma rotina de testes de diagnoéstico, que tém
por finalidade a identificacdo e eliminacdo dos animais doentes. Contudo, a
qualidade dos testes utilizados para detec¢do de animais infectados por M. bovis,
sempre foi um grande desafio para o controle da tuberculose (Alvarez et al. 2012;
Bezos et al. 2014).

Desde a criacdo do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT), em 2001, avancos no controle da doenga,
caracterizados pela discreta reducdo das taxas de prevaléncia tém sido
observados. Estudos realizados no periodo de 1989 a 1998 indicavam uma
prevaléncia de aproximadamente 1,3% do rebanho nacional infectado (Pollock &
Neill 2002). No estado de Minas Gerais, a prevaléncia estimada no ano de 1999 foi
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de 5,04% em rebanhos e 0,81% em animais (Belchior et al. 2016). O ultimo
levantamento oficial realizado em 2013, a situacdo epidemioldgica da TB no estado
foi de 4,25% em rebanhos e 0,56% em animais (Barbieri et al. 2016). Apesar dos
avancos, os exames hoje definidos pelo PNCEBT ndo apresentam resultados que
garantam a total identificacdo da doenga em rebanhos. Segundo Marassi et al.
(2013), dentre os exames possiveis de serem utilizados no diagnodstico da
tuberculose, nenhum deles é capaz de identificar todos os animais, em todos os
estagios da infeccdo, sendo necessaria a abordagem diagndstica multivariada, a
fim de aumentar a eficiéncia e confiabilidade na detec¢ao dos animais infectados.

O exame de tuberculinizacdo intradérmica, que utiliza derivados protéicos
purificados (PPD), é o teste padrdo mais utilizado no mundo para deteccdo de
bovinos com tuberculose (Seva et al. 2014). O exame baseia-se na detecgdo de
imunidade mediada por células, que predomina durante as fases iniciais e
intermediarias da infec¢do, liderada principalmente por linfécitos Th1. (Casal et al.
2014). Conforme a doenca progride, ocorre mudanca da resposta Th1l por Th2,
associada a diminuicao da resposta imune celular e o desenvolvimento da resposta
imune humoral (Welsh et al. 2005; McNair et al. 2007; Schiller et al. 2010). Alguns
estudos tém apontado as fases pré-alérgica e avancada da tuberculose como causas
de reagdes falso-negativas no exame de tuberculinizacao (Lilenbaum et al. 1999;
Pollock & Neill, 2002). Assim, o exame sorolégico constitui-se como alternativa
para o rastreamento de bovinos infectados com M. bovis. A combina¢do de métodos
baseados na resposta imune celular e ensaios sorolégicos poderiam aumentar o
nivel de detec¢do do agente, contribuindo para o controle da doenga (Schiller et al.
2010; Bezos et al. 2014).

Os testes ELISA para tuberculose tém demonstrado bons resultados como
exame complementar para a identificagdo de rebanhos infectados com M. bovis
(Schiller et al. 2010; Waters et al. 2011). Embora nao seja considerado a primeira
escolha diagndstica, a vantagem dos testes ELISA é a capacidade de identificacdo
de animais anérgicos (McNair et al. 2001), o que acontece em geral no estagio
avancado da doenca (Pollock & Neill, 2002; Welsh et al. 2005), porém, existem
algumas limitagdes em relagdo a aplicabilidade como ferramenta de erradicacao,
dentre as quais se destacam o tipo de antigeno utilizado no teste, devido a
semelhanca do genoma de M. bovis com micobactérias ndo patogénicas (Garnier et
al. 2003) e as fases da infeccdo nas quais ndo é possivel detectar resposta
sorologica (Welsh et al. 2005). Ao utilizar o exame de tuberculinizacdo e soroldgico
simultaneamente, o animal sera considerado positivo para tuberculose, quando for
reagente em qualquer um ou ambos os exames e negativo quando ndao houver
reacao nos dois exames (Seva et al. 2014).

Apesar da eficiéncia do diagndstico baseado na detec¢do da resposta imune
celular a antigenos de M. bovis, o exame deve ser aplicado in vivo, o que torna dificil
sua utilizacdo em rebanhos com alta densidade e em estudos epidemioldgicos,
além do que, animais com infec¢do cronica podem nao ser detectados nos testes
intradérmicos. A possibilidade da utilizagdo de testes sorolégicos para tuberculose,
tem sido sugerida como ferramenta complementar ao exame de tuberculinizac¢ao.
Diante disso, objetivou-se avaliar o desempenho do teste comercial ELISA M. bovis
em rebanhos bovinos leiteiros naturalmente infectados para tuberculose.
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MATERIAL E METODOS

CEUA. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais -
da Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo n? 066/14.

Local. Um estudo transversal foi realizado em oito rebanhos de exploragao
leiteira localizados nos municipios de Guimarania (A), Lagoa Formosa (B), Patos de
Minas (C e D), Perdizes (E), Prata (F), Serra do Salitre (G) e Uberlandia (H),
situados na regidao do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, no estado de Minas
Gerais, Brasil. Os rebanhos foram selecionados por conveniéncia, ou seja, naqueles
que existiam (n=5) ou ndo (n=3) bovinos reagentes no ultimo exame de
tuberculinizacao. Os rebanhos eram constituidos de bovinos mesticos de varias
racgas, com idade entre 6 meses e 20 anos, e criados em sistema intensivo ou semi-
intensivo e as vacas submetidas a ordenha mecanica e/ou manual.

Tuberculinizacdo. Resultados do teste cervical comparativo (TCC),
realizados como rotina por médicos veterinarios oficialmente habilitados pelo
PNCEBT, foram gentilmente cedidos para realizacao desta pesquisa. No total foram
avaliados pelo TCC 1644 bovinos, e os resultados das diferengas (AB - AA) foram
interpretados de acordo com o Regulamento Técnico do PNCEBT (Brasil, 2006). Os
bovinos com resultado positivo no TCC foram eutanasiados e os inconclusivos
retestados num prazo de 60 dias. Resultados inconclusivos em dois testes
consecutivos foram considerados positivos.

ELISA M. bovis. Dos 1644 bovinos avaliados na tuberculinizacdo, 846
provenientes de cada um dos oito rebanhos selecionados, foram também testados
no ELISA M. bovis. A coleta das amostras de sangue foi realizada no mesmo dia da
inoculacao do PPD (bovino e aviario). De cada animal colheu-se 5mL de sangue por
meio de puncdo da veia coccigea, o material foi transportado refrigerado ao
Laboratorio de Doengas Infectocontagiosas da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e centrifugado a 3.000 x g por 5
minutos. Em seguida, as amostras de soro foram acondicionadas em microtubos
tipo eppendorfe congeladas a -202C até a realizacao do exame.

Para o diagnéstico sorolégico da TB utilizou-se o kit comercial de ELISA
indireto Mycobacterium bovis Antibody Test - IDEXX®. O exame foi realizado de
acordo com as instrugdes do fabricante. A leitura das absorbancias foi realizada a
450nm em espectrofotometro de placas ThermoPlate, e o resultado avaliado
pelo programa xCheck 3.3 IDEXX Laboratories. Para validacao do exame utilizou-
se como critérios: CPX = 0,300 e CNX < 0,200. A interpretacdo dos resultados foi
determinada pela relagdo da absorbancia (Amostra/Positivo). Relacdo A/P=
[(Amostra A(450) - CNX) / (CPX - CNX)]. Amostras com relacio A/P > 0,30 foram
consideradas positivas para anticorpos contra M. bovis, e amostras com relacdo
A/P < 0,30 foram consideradas negativas (Waters et al. 2011).

Diagndstico anatomo-histopatolégico. Os animais positivos no ELISA M.
bovis foram eutanasiados e necropsiados. Carcagas e visceras foram inspecionadas,
e as lesdes registradas e fotografadas. Na necropsia, os individuos foram
classificados como “com presenca” de lesdo, quando em pelo menos um dos érgaos
avaliados fosse verificada a presenca de lesoes sugestivas de tuberculose, ou lesao
“ausente”.

Independente da presenca de lesdes macroscopicas, fragmentos de
aproximadamente 1,5cm de pulmdo, figado, linfonodos retrofaringeo,
submandibular, cervical e mediastinico foram colhidos, armazenados em frasco
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plastico esterilizado, e enviados ao Instituto Biolégico de Sao Paulo para analise
microbiolégica. Em outros frascos contendo formol a 10% as mesmas amostras de
tecido foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia Animal da UFU para o
exame histologico. Procedeu-se as técnicas rotineiras de desidratacao, diafanizacao
e inclusdo em parafina. Foram feitos cortes de 4pum em micrétomo (LEICA 2125) e
obtido uma laminas histolégica de cada bloco, a qual foi submetida a coloracao de
Hematoxilina-Eosina.

Isolamento microbioldgico. O exame foi realizado no Laboratério de
Tuberculose do Instituto Biolégico de Sao Paulo-SP. Para descontaminacdo das
amostras empregou-se o método classico de Petroff (Kantor & Ritacco, 1988), e no
isolamento das micobactérias utilizou-se o meio convencional a base de ovos,
Stonebrink. Os tubos foram incubados em estufa a 37°C e a verificacdo de
crescimento foi realizada semanalmente, até o aparecimento de colOnias
sugestivas de micobactérias ou contaminantes. A observacdo foi realizada até 90
dias p6s-semeadura em incubacao.

Identificagao molecular das micobactérias. As colonias isoladas foram
identificadas pelo método da Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) utilizando-
se os primers JB21 e JB22 descritos por Rodriguez et al. (1995) e modificado por
Harakava et al. (2010). O produto amplificado foi analisado na sequéncia por
eletroforese em cuba horizontal. Os géis de agarose a 1,5% contendo 0,01% de
brometo de etidio foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados com
auxilio de fotodocumentador.

RESULTADOS

Tuberculinizacgao

Dos oito rebanhos avaliados pelo TCC, em cinco (62,5%) detectou-se pelo menos
um animal reagente. A prevaléncia de animais por rebanho variou de 0 a 29,2%.
Dos 1644 bovinos avaliados 61 (3,7%) foram considerados positivos e 65 (4%)
inconclusivos (Tabela 1). O reteste dos inconclusivos identificou mais 19 animais
positivos, sendo, portanto, a prevaléncia em animais de 4,8% (80/1644). A
oscilagdo das reagdes nos animais reagentes variou de 4,2 a 12,2mm (AB - AA). No
total, 80 bovinos positivos foram encaminhados para o abate sanitario em
matadouros frigorificos da regido.

De acordo com os resultados obtidos no TCC e informagdes sobre o
historico sanitario dos rebanhos, em trés propriedades (A, D e F) ndo foram
identificados bovinos positivos ou inconclusivos no teste intradérmico. Estas
propriedades ndo tinham casos recentes de infec¢ao, sendo inclusive uma delas (F)
certificada pelo PNCEBT como livre para tuberculose e brucelose. As demais
propriedades (B, C, E, G e H) tinham histérico recente da doenca no rebanho, o que
foi confirmado na ultima avaliacdo pela presenca de animais positivos e
inconclusivos no TCC.

ELISA M. bovis

Das 846 amostras de soro avaliadas, o ELISA M. bovis identificou 36 animais
positivos, a razao amostra/positivo calculada para cada amostra variou de 0,333 a
2,637. Em todas as reacdes a densidade o6ptica média do controle positivo foi maior
que 0,30 e negativo menor que 0,20.
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Dos 36 bovinos positivos no ELISA M. bovis, apenas um animal foi também
inconclusivo no TCC e os outros 35 apresentaram resultado negativo. Em dois
rebanhos (A e B) todos os animais avaliados foram considerados negativos no
ELISA M. bovis (Tabela 1). Dos 36 positivos no ELISA M. bovis, 27 foram
eutanasiados.

Achados de necropsia dos bovinos positivos no ELISA M. bovis

De cada rebanho avaliado, naqueles onde se detectou bovinos reagentes no
ELISA M. bovis, pelo menos um animal foi eutanasiado e necropsiado. No total 27
bovinos foram encaminhados para matadouros frigorificos sob inspecdo sanitaria,
ou eutanasiados na propria fazenda de origem. Na inspecao macroscéopica das
carcagas, observou-se que trés animais (rebanhos C e E) apresentaram lesdes
sugestivas de tuberculose. Os achados anatamopatolégicos mais evidentes foram
nddulos granulomatosos de aspecto purulento a caseoso no pulmao (Fig. 1), nos
linfonodos mediastinicos e retrofaringeos. Demais carcacas (24) foram
classificadas como “lesdo ausente”.

Diagnéstico histopatolégico

No exame histopatolégico, verificou-se que as amostras de pulmao e
linfonodos mediastinicos provenientes de duas das trés carcagas com lesées no
exame macroscopico apresentaram alteracdes histologicas caracteristicas de
tuberculose. No linfonodo mediastinico do animal proveniente do rebanho (E) foi
observado granuloma tipico de tuberculose com areas de necrose e calcificacdo
circundadas por linfdcitos, macréfagos e células gigantes de Langhans. No pulmao
do animal procedente do rebanho (C) identificou-se reacao granulomatosa
caracterizada por necrose caseosa circundada por infiltrado predominantemente
mononuclear e circundada por tecido conjuntivo fibroso (Fig. 2A), parénquima
pulmonar com células gigantes de Langhans, com citoplasma amplo e nucleos
dispostos na periferia das células (Fig. 2B).

Cultura e PCR

Das amostras de visceras provenientes dos 27 bovinos positivos no ELISA
M. bovis, apenas aquelas procedentes de dois animais foram positivas para M. bovis
em meio Stonebrink e confirmadas por PCR com os primers JB21 e JB22. Tais
amostras foram também classificadas como “com lesao” sugestiva de tuberculose
na avaliacdo macroscdpica e apresentaram altera¢des histolégicas caracteristicas
do granuloma tuberculoso. Quanto aos resultados desses dois animais no TCC, um
foi considerado positivo e outro inconclusivo.

DISCUSSAO

A prevaléncia de 4,8% em animais e 62,5% em rebanhos, identificada neste estudo
pelo TCC, demonstra que a infeccdo encontra-se presente na maioria dos rebanhos
leiteiros avaliados. Em 2013, nas regides do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba,
importantes bacias leiteiras do pais, foram observadas prevaléncias de 4,45%;
4,24% em rebanhos e 0,21%; 0,47% em animais respectivamente (Barbieri et al.
2016). Apesar da prevaléncia relativamente baixa de bovinos com tuberculose,
nessas regides, nota-se que a situacdo epidemiolégica da doenga permanece
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praticamente estavel. Paises onde o programa de controle da tuberculose esta ha
mais tempo, a prevaléncia da infeccao é baixa, porém foram poucas as areas que
obtiveram a total erradicacdo da doenca (Schiller et al. 2010). Um dos fatores
possivelmente relacionados as dificuldades em se erradicar a tuberculose, esta
relacionada as limitagdes técnicas dos protocolos de diagndstico (Schiller et al.
2010; Waters et al. 2011). De acordo com Vidal (2013), o uso continuado dos testes
de tuberculinizacdo intradérmica aplicados isoladamente parece ser insuficiente
para erradicar a doenca. Com a evolu¢do dos programas de controle da TB e a
reducdo da sua prevaléncia, a utilizacdo de métodos complementares ao exame de
tuberculinizagdo intradérmica constituem um avan¢o importante para a
identificacao de focos e controle da doenga (Schiller et al. 2010). Neste sentido,
exames complementares como o sorolégico, poderiam ser ferramentas adicionais
para detectar animais que ndo reagem nos testes baseados na resposta imune
celular, auxiliando dessa forma na identificacdo de bovinos em estagios avancados
da doenga, que produzem resultados falso-negativos na tuberculinizacdo (Welsh et
al. 2005; Waters et al. 2011).

Para avaliagdo do desempenho a campo do kit comercial ELISA M. bovis
IDEXX, as amostras de soro utilizadas foram provenientes de rebanhos
naturalmente infectados com tuberculose (B,CE,GH) e outros sem historico da
infeccdo, com resultados negativos nos exames de tuberculinizagdo (A,D e F). Em
dois rebanhos (C e E) um animal negativo e outro inconclusivo no TCC foram
detectados pelo ELISA M. bovis e as amostras de visceras (pulmao e linfonodo
mediastinico) obtiveram isolamento e PCR positivo para tuberculose bovina. Nos
rebanhos de origem (C e E), uma rotina de testes de tuberculinizacao ja era
adotada com frequéncia pelos proprietarios, entretanto a utilizacao exclusiva do
TCC nao possibilitou o completo saneamento dos rebanhos. Esses dois bovinos
positivos no ELISA M. bovis eram vacas, com idade de 5 e 8 anos, e no TCC
apresentaram AB=0,8; AA=0,5 e AB=2,8; AA=0,8, respectivamente. O uso
complementar do ELISA M. bovis nesses rebanhos, permitiu a deteccdo e
eliminacdo de animais que se encontravam em anergia, ainda que nao
apresentassem tuberculose disseminada, sendo, portanto, fundamental para o bom
desempenho do programa sanitario implantado nas propriedades. Possivelmente
sem o uso dessa estratégia os animais permaneceriam nos rebanhos, se
comportando como reservatdrios do agente e disseminando a infec¢do para outros
animais. Outros estudos também demonstraram a habilidade dos testes
sorologicos em identificar animais negativos na tuberculinizacdo, Lilenbaum &
Fonseca (2006), observaram positividade no ELISA em dois bovinos negativos na
tuberculinizacdo, os quais foram posteriormente confirmados pelo isolamento
microbiolégico.

Dos 36 bovinos positivos no ELISA M. bovis, 35 foram negativos e um
inconclusivo na tuberculinizacdo. O TCC é amplamente usado para avaliar o
desempenho dos testes ELISA de tuberculose bovina (Waters et al. 2011; Medeiros
et al. 2010), porém a inversao observada entre as respostas celular e humoral, nas
diversas fases da infeccao (Ritacco et al. 1991; Welsh et al. 2005), limitam o TCC
como balizador dos testes soroldgicos (Vidal, 2013). Considerando a relacao
inversa entre a resposta imune mediada por células e humoral contra M. bovis, o
teste intradérmico e os testes sorologicos buscam mensurar respostas
imunolégicas diferentes, que se desenvolvem em estagios distintos da infeccao
(Pollock et al. 2001). Nos bovinos os linfécitos T sdo as primeiras células
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envolvidas na reacdo a tuberculose, com a evolucdo da doenga ocorre o progresso
da resposta imunolégica celular para humoral. A resposta celular diminui e ha um
aumento da resposta humoral baseada em anticorpos IgG 1 (Welsh et al. 2005;
Schiller et al. 2010). Contudo, a resposta humoral ndo parece ser capaz de
controlar a infecc¢do, a progressao da enfermidade e o aumento da carga bacteriana
(Welsh et al. 2005).

A utilizacdo do diagnéstico sorolégico como ferramenta complementar ao
exame de tuberculinizacdo é bastante discutida, especialmente devido a variavel
sensibilidade (18-73%) (Wood et al. 1992; Casal et al. 2014). De acordo com
Buddle et al. (2013), as varia¢des na sensibilidade diagnostica dos ensaios ELISA
de tuberculose podem ser em decorréncia do estagio de infeccao ou ainda, pelas
diferengas na viruléncia e antigenicidade das cepas de M. bovis. A resposta
sorolégica varia de acordo com o tipo de antigeno utilizado, alguns ja foram
descritos como potenciais alvos de diagndstico (ESAT-6, CFP-10, MPB-70), embora
a resposta seja principalmente desencadeada por MPB-83 (McNair et al. 2001;
Waters, et al. 2011). Por outro lado, anticorpos contra ESAT-6 e MPB-70 foram
detectados 12 semanas (Lyashchenko et al. 1998) e 20 meses (Fifis et al. 1992)
apos infeccdo experimental. O teste ELISA M. bovis Ab IDEXX utilizado neste estudo
detecta anticorpos contra MPB-83 e MPB-70. A reposta desencadeada contra MPB-
83 é a mais alta e isso sugere que esta proteina seja considerada um bom antigeno
nos testes sorologicos (Bezos et al. 2014; Waters et al. 2011).

A principal contribuicdo apontada pelos estudos com ELISA de tuberculose
estd no uso complementar aos exames intradérmicos, por meio da identificacdo de
animais em anergia, ou seja, que apesar de infectados por M. bovis nao
demonstram aumento de volume no local de inocula¢do da tuberculina (Green et
al. 2009; Koo et al. 2005; Waters et al. 2011; Whelan et al. 2010). Da mesma
forma, buscou-se neste estudo a utilizagdo estratégica do ELISA M. bovis junto ao
TCC, na tentativa de identificar animais infectados nao detectados pelo exame de
tuberculinizacdo. Assim, 36 bovinos de seis rebanhos (B,C,D,E,F,G) foram
identificados no ELISA M. bovis. Apesar dos anticorpos anti MPB-83 serem mais
precoces, diante os resultados obtidos na inspecdo macroscépica das carcagas,
cultura e PCR, esperava-se maior nimero de animais com lesdes e isolamento/PCR
positivo. Isto porque segundo Pollock et al. (2006), as lesdes primarias da
tuberculose aparecem geralmente de 7 a 11 dias apés infeccdo e sdo pequenas, de
cor amarelo palida e com nucleo caseoso; conforme essas lesdes progridem ocorre
o desenvolvimento de necrose, mineralizacdo e fibrose. Embora as recomendagdes
de uso do ELISA tuberculose, sejam para detectar animais em estagios avancados
da doenca, nessas condi¢cdes de campo, nao foi possivel a deteccao de lesdes
patolégicas em 24 dos 27 bovinos com sorologia positiva para TB. Diversos
estudos relatam que a deteccdo de anticorpos anti M. bovis se da em estagios
avancados da doenga ou em casos de tuberculose disseminada, sendo que em
estadgios iniciais a resposta humoral é baixa ou ausente, aumentando
substancialmente com a evolu¢do da doenca (McNair et al. 2007; Neill et al.
1994; Pollock et al. 2001; Pollock & Neill 2002; Ritacco et al. 1991; Schiller et
al. 2010; Welsh et al. 2005).

Dos oito rebanhos avaliados, trés (A,D,F) apesar de ndo terem histérico da
infeccdo ou animais positivos no ultimo exame de tuberculinizacdo, sendo um
rebanho (F) inclusive certificado como livre para brucelose e tuberculose, foram
detectados animais com anticorpos anti-M. bovis. Todas as propriedades
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comercializavam leite e por isso eram frequentemente avaliadas por meio de uma
rotina de exames recomendados pelo PNCEBT. Testes consecutivos de
tuberculinizacdo podem atuar como um booster para producdao de anticorpos,
aumentando assim a resposta humoral de bovinos infectados para tuberculose
(Harboe et al. 1990). Souza et al,, (2012), sugerem que a absorbancia encontrada
no ELISA em bovinos provenientes de rebanhos livres para tuberculose foi similar
aos niveis encontrados em bovinos positivos no TCC, provavelmente devido as
sucessivas tuberculinizacdes necessarias para aquisicao do status de livre. Outra
possibilidade para identificagdo de animais positivos no ELISA em rebanhos
controlados é a sensibilizacdo de animais negativos com micobactérias ambientais,
ocasionando reac¢des cruzadas entre os antigenos micobacterianos (Meneses et al.
2015). O genoma de M. bovis é constituido por aproximadamente 4 mil genes
codificantes para proteinas e muitas delas sdo comuns a micobactérias nao
patogénicas (Garnier et al. 2003). Pode ser que a auséncia de lesdes de tuberculose
e 0 isolamento microbiol6gico negativo para M. bovis, nos tecidos dos reagentes do
ELISA, estejam relacionadas a possiveis reacdes cruzadas no exame com as
micobactérias ambientais. Na tentativa de aperfeicoar a acuracia do ELISA de
tuberculose, pesquisadores do Brasil (Souza et al., 2012) desenvolveram o ELISA
com o emprego das proteinas CFP-10, ESAT-6, Mb0143, MPB83, PE5, PE13,
TB10.4, TB15.3 e uma quimera das proteinas recombinantes (ESAT-6/MPB70/
MPB83). Segundo os autores o ELISA com a quimera ESAT-6/MPB70/ MPB83 foi
util para discriminar entre bovinos positivos e negativos antes da aplicagdo do TCC
e obteve sensibilidade de 83,2% e especificidade 86,5%.

Apenas trés animais (11%) positivos no ELISA M. bovis apresentaram lesoes
sugestivas de tuberculose ao abate. O desempenho do ELISA IDEXX avaliado em
rebanhos da Irlanda demonstrou que a sensibilidade aumenta quando na presenca
de lesdes, variando de 90% em bovinos positivos no TCC e/ou Interferon gamma
(IFN-y) até 20% nos animais negativos em ambos os testes e sem lesdes ao abate
(Waters et al. 2011). Esses autores verificaram 63% de sensibilidade do exame
(ELISA M. bovis IDEXX) em soro sanguineo de bovinos reagentes aos testes de
tuberculinizagdo intradérmica e/ou histopatologico e/ou cultura. J& o estudo
realizado por Souza et al. (2016) a sensibilidade do ELISA IDEXX foi de 2,5%, em
bovinos positivos no teste de tuberculinizacdao e com presenca de lesdes em 55%
(22/40) das carcagas. De acordo com Seva et al. (2014), todos os animais reagentes
isoladamente ou ndo, nos exames ELISA e tuberculinizacdo sdo considerados
positivos para tuberculose. Sendo assim, 80 bovinos positivos no TCC e 36 no
ELISA M. bovis estariam infectados, porém o fato das amostras de visceras de 25
dos 27 bovinos eutanasiados no ELISA M. bovis ndo terem apresentado lesoes e
resultado negativo no isolamento e PCR corroboram com a incerteza da infecgao.

As varia¢Oes observadas na sensibilidade diagndstica dos ensaios ELISA de
tuberculose é também influenciada pela prevaléncia da doenca. A sensibilidade dos
testes soroldgicos parece ser mais baixa em paises onde o controle da doenga é
bem sucedido, como Estados Unidos e Nova Zeldndia, do que nos paises com maior
prevaléncia, como Irlanda e Gra-Bretanha (Waters et al. 2011; Buddle et al. 2013).
A evolucdo da doenca pode explicar a anergia de alguns bovinos infectados aos
testes de hipersensibilidade tardia. A auséncia da resposta celular nos animais
infectados ocorre em particular quando a carga bacteriana é alta (McNair et al.
2001). Em bovinos infectados experimentalmente, verificou-se que a resposta
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baseada na detec¢do de anticorpos é baixa ou ausente nos estagios iniciais e que a
medida que a doenca avanga, a sensibilidade aumenta (Waters et al. 2011).

A escolha do teste e o ponto de corte utilizado para definir um animal como
infectado é estabelecido pela relacao inversa entre sensibilidade e especificidade
dentro do contexto epidemiolégico local. A alta sensibilidade aumenta a
probabilidade de detectar animais infectados, mas em situa¢gdes de menor
prevaléncia, a alta especificidade é importante para reduzir o nimero de falso-
positivos e, portanto, o abate desnecessario de animais (Nufiez-Garcia et al. 2017).

CONCLUSAO

A baixa associacao dos resultados obtidos no ELISA M. bovis com os exames
macroscopico, histologico e isolamento microbiolégico apontam para a fragilidade
do desempenho do ELISA em condigdes in situ.
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Legendas das Tabelas e Quadros

Tabela 1. Resultados dos exames de tuberculinizacao (TCC), ELISA M. bovis,
Inspe¢do Macroscdépica, Histopatolégico (HE) e Isolamento de M. bovis

(Cultura e PCR) realizados a partir de amostras de bovinos provenientes de
propriedades de exploragcdo leiteira da regido do Triangulo Mineiro e Alto
Paranaiba - MG, Brasil, 2017.

Lista de Figuras

Figura 1. Pulmao observado durante a necropsia, com granuloma contendo massa
caseosa, de consisténcia pastosa e amarela, identificada em um bovino (rebanho C)
positivo no ELISA M.bovis, Minas Gerais, Brasil, 2017.

Figura 2. Fotomicrografia de pulmao identificada em bovino (rebanho C) positivo
no ELISA M.bovis, Minas Gerais, Brasil, 2017. A. Reac¢do granulomatosa
caracterizada por necrose caseosa central e circundada por tecido conjuntivo
fibroso HE. 10x B. Parénquima pulmonar com células inflamatdrias mononucleares
e células gigante tipo Langhans. Citoplasma amplo e nucleos dispostos na periferia
da célula. HE. 40x.
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Tabela 1.
Rebanho | Bovinos Positivos | Inconclusivo | Reteste dos Prevaléncia | Bovinos Positivos | Eutanasiados | Lesdes Histopatologico M. bovis
testados TCC TCC Inconclu- TCC (%) testados ELISAM. | ELISA M. bovis | inspecao HE
TCC (N) sivos ELISA M. bovis macroscopica
bovis (n) Cultura PCR
A 99 0 0 0 0 40 0 0 NR NR NR NR
B 50 1 1 1 4,0 50 0 0 NR NR NR NR
C 92 2 6 1 3,2 92 3 3 2 1 1 1
D 155 0 0 0 0 50 2 1 0 0 0 0
E 164 41 29 7 29,2 92 6 2 1 1 1 1
F 660 0 0 0 0 148 5 2 0 0 0 0
G 90 8 12 3 13,3 40 3 2 0 0 0 0
H 334 9 17 7 4,8 334 17 17 0 0 0 0
TOTAL 1644 61 65 19 4,8% 846 36 27 3 2 2 2

N: Total de bovinos avaliados no TCC
n: Total de bovinos avaliados no ELISA M. bovis
NR: exame nao realizado



89
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The intradermal tuberculin test is the main test used for screening of bovine
tuberculosis (TB), however false positive reactions may occur in the presence of
other non-tuberculous mycobacterias (NTM). The purpose of this study was to
perform the differential diagnosis for paratuberculosis (PTB), in cattle positive to
comparative cervical tuberculin (CCT). A herd of 334 animals were evaluated in
CCT, ELISA TB IDEXX® and ELISA PTB IDEXX®. All animals reagents in CCT were
euthanized and necropsied. Fragments of lymph nodes, lungs and intestines were
collected and analyzed for histopathology methods, as hematoxylin-eosin staining
(HE). Lung samples and lymph nodes (retropharyngeal, submandibular, cervical
and mediastinal) from animals positives to CCT were evaluated for qPRC of M.
bovis, and intestines and mesenteric lymph nodes in the PCR of PTB. The CCT
identified sixteen animals reagents. Any macro or microscopic lesions were
identified as suggestive for TB, and also was not detected the DNA of M. bovis in
gPCR. However in nine animals (9/16), the DNA of M. avium subsp.
paratuberculosis (MAP) were identified, and in twelve carcasses (12/16)
characteristics of PTB lesions were viewed and confirmed by histopathology
methods. Antibodies anti-MAP was detected in nine animals, and seventeen for M.
bovis. No animal positive in ELISA TB or PTB were reacted in CCT. The infection for
MAP may caused inespecific reactions in tuberculin. Despite limitations related to
the specificity of intradermal test, in the epidemiological viewpoint, the exam is the
best available test for the sanitation herds with TB.

INDEX TERMS: Tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, cattle, serology.
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7

RESUMO.- O exame de tuberculinizacdo intradérmica é o teste mais
utilizado no mundo para deteccdo de bovinos com tuberculose (TB), porém
reacdes falso-positivas podem ocorrer na presenca de outras micobactérias nao
tuberculosas (MNT). Objetivou-se com este estudo pesquisar a intercorréncia da
paratuberculose em bovinos reagentes no teste cervical comparativo de
diagnostico de tuberculose. Para isto, 334 bovinos foram avaliados pelo teste
cervical comparativo (TCC), ELISA de TB IDEXX® e ELISA PTB IDEXX®. Todos os
animais positivos no TCC foram eutanasiados e necropsiados. Fragmentos de
linfonodos, pulmdes e intestinos foram colhidos e analisados por métodos
histopatolégicos, com coloracio de Hematoxilina-Eosina (HE). Amostras de
pulmao e linfonodos (retrofaringeo, submandibular, cervical e mediastinico) dos
animais positivos no TCC foram avaliadas pela qPRC de M. bovis, e intestinos e
linfonodos mesentéricos na PCR de PTB. Dezesseis bovinos foram reagentes no
TCC. Nesses, ndo foram identificadas lesées macro ou microscdpicas sugestivas de
TB e também ndo foi detectado a presenca de M. bovis na qPCR. Entretanto, nas
amostras de nove animais (9/16), identificou-se o DNA de M. avium subsp.
paratuberculosis (MAP) e em doze carcagas (12/16) foram visualizadas lesdes
caracteristicas de PTB, as quais foram confirmadas pelos métodos
histopatologicos. Em outros nove animais do rebanho detectou-se anticorpos anti-
MAP e em dezessete anti-M. bovis. Nenhum dos positivos no ELISA TB ou PTB
reagiram no TCC. A infeccdo por MAP pode ter causado reagdes inespecificas na
tuberculinizacdo. Apesar das limitagdes relacionadas a especificidade do teste
intradérmico, do ponto de vista epidemiol6gico, o exame é o melhor teste
disponivel para o saneamento de rebanhos com tuberculose.

TERMOS DE INDEXACAO: Tuberculose, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis, bovino, sorologia.

INTRODUCAO

A tuberculose bovina (TB) é uma doenca de importancia econémica e zoonética,
causada por agentes bacterianos do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT),
cuja principal espécie causadora é M. bovis (Corner et al. 2012), porém outras
espécies podem estar envolvidas, como M. caprae (Prodinger et al. 2005), M.
africanum (Rahim et al. 2007) e M. tuberculosis (Berg et al. 2009; Thakur et al.
2012). Além do CMT, o género Mycobacterium compreende o complexo
Mycobacterium avium-intrecellulare (MAC), formado por cepas nado tuberculosas as
quais fazem parte M. avium subsp. avium; M. avium subsp. paratuberculosis; M.
avium subsp. silvaticum; M. avium subsp. hominissuis e M. intracellulare (Biet et al.
2005). As micobactérias do complexo MAC ndo sao virulentas para bovinos, com
excecdo de M. avium paratuberculosis (MAP), que provoca enterite infecciosa de
natureza granulomatosa incuravel, caracterizada por diarréia cronica e
intermitente, emagrecimento, queda na producao e aumento da susceptibilidade a
outras infec¢des (Yamasaki et al. 2010).
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Os programas de controle da TB sdao baseados no método de diagndstico
padrdo, que é o teste intradérmico com derivados protéicos purificados (PPD),
utilizados para identificacdo e eliminacao de animais doentes (OIE, 2013). A
qualidade dos testes de diagndstico para deteccao de animais infectados com M.
bovis sempre foi um grande desafio para o controle da TB. Atualmente nenhuma
das op¢oes de exames disponiveis permite a discriminagdo completa entre animais
com e sem infeccdo (Seva et al. 2014). As principais limitacdes dos testes
disponiveis estdo relacionadas a sensibilidade e especificidade diagnoéstica, que
resultam em reacdes falso-positivas devido a existéncia de infec¢Ges cruzadas, e
ainda reagdes falso-negativas, inerentes ao estado de anergia de alguns animais
(Alvarez et al. 2012). Este cenario dificulta a tomada de decisdo para a aplicagio de
medidas sanitarias e em parte afetam o avanco dos programas de erradicacao que
tém por objetivo o controle e erradicacdo da doenca (Bezos et al. 2014).

O exame de tuberculinizacao intradérmica é o teste padrao mais utilizado
no mundo para deteccdo de bovinos com tuberculose (Seva et al. 2014). O teste
cervical comparativo (TCC), o qual utiliza PPD bovino e aviario ganha em
especificidade sobre o teste cervical simples (TCS), superando um dos problemas
associados, como as reagdes inespecificas com micobactérias ndo tuberculosas
(MNT), e em sensibilidade quando comparado ao teste da prega caudal (TPC), uma
vez que a regido cervical parece ser de duas a trés vezes mais sensivel que a regiao
da cauda (Monaghan et al. 1994). Uma das principais limitacées do diagnéstico in
vivo e in vitro da tuberculose, tem sido a reatividade cruzada, com respostas
induzidas por outras MNT, com destaque para o MAP, considerado a principal
causa de reagoes falso-positivas no exame intradérmico (Aranaz et al. 2006), e
cuja ocorréncia tem sido descrita em diversas regides do Brasil, Para (Silva, 2005),
Pernambuco (Mota et al. 2007), Rio de Janeiro (Yamasaki et al. 2010), Minas Gerais
(Carvalho et al. 2012), Paraiba (Medeiros et al. 2012) e Rio Grande do Sul (Fiss et
al. 2015).

Na tentativa de aumentar a sensibilidade diagndstica, exames
complementares como interferon gama (IFN-y) (Wood & Jones, 2001) e enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) (Waters et al. 2011) sdo recomendados. Ao
utilizar estes exames simultaneamente, o animal sera considerado positivo para
tuberculose, com resultado positivo em qualquer um ou ambos os exames, e
negativo, com resultado negativo nos dois exames (Seva et al. 2014). Nesse mesmo
sentido, os ensaios de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) possibilitaram boa
melhoria na sensibilidade diagnoéstica e que ainda é aumentada se utilizada a PCR
em tempo real (qPCR), por garantir a melhor precisdo, reprodutibilidade e
controle de qualidade do processo, reduzindo contaminacdes e por permitir a
andlise de um grande nimero de amostras em curto intervalo de tempo (Sales et
al. 2014).

Para garantir o controle da TB, reduzindo a prevaléncia da doenca, testes de
diagndstico sensiveis e mais especificos sdo necessarios para o avan¢o na
estratégia de controle em direcdo a erradicacdo. Além disso, mais estudos que
demonstrem a correlacdo das alteracdes patologicas com os resultados dos testes
de diagnostico, em animais co-infectados com M. bovis e MAP em condi¢cdes de
campo sdo necessdrios. Diante disso, o objetivo deste estudo foi pesquisar a
intercorréncia da paratuberculose em bovinos reagentes no teste cervical
comparativo de tuberculose.
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MATERIAL E METODOS

CEUA. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais -
CEUA da Universidade Federal de Uberlandia, sob o protocolo n? 066/14.

Local e Animais. Propriedade de exploragdo leiteira localizada no
Municipio de Uberlandia MG. Foram avaliados bovinos da raca Holandesa de
ambos os sexos, com idade entre seis meses e 20 anos.

Historico da propriedade. Desde o ano de 2005, houve registros de
bovinos reagentes no exame de tuberculinizacdo comparada, tendo sido
identificados pelo menos 14 bovinos positivos.

Tuberculinizacdao. Foram examinados 334 bovinos pelo TCC, de acordo
com os critérios recomendados pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo
da Brucelose e Tuberculose - PNCEBT. Utilizou-se cutimetro Suprivet de pressao e
seringas semi-automaticas multidose McLintock. As tuberculinas PPD bovina e
aviaria foram adquiridas do laboratério TECPAR/PR, partida PPD bovino 001/12 e
PPD aviario 003/12, fabricagcdo Nov/2012. Os resultados das diferengas (AB - AA)
foram interpretados de acordo com Regulamento Técnico do PNCEBT (Brasil,
2006). Os bovinos com resultado positivo no TCC foram encaminhados para
eutanasia, e os inconclusivos retestados num prazo de 60 dias.

Patologia. Todos os bovinos positivos no TCC foram eutanasiados e
necropsiados; carcacgas e visceras foram avaliadas macroscopicamente, e as lesdes
registradas e fotografadas. Durante a inspecdo das carcacgas, observou-se lesoes
sugestivas de paratuberculose, por isso foi realizado também o diagndstico
diferencial dessa doenca.

Fragmentos de aproximadamente 1,5cm de pulmao, intestinos, linfonodos
retrofaringeo, submandibular, cervical, mediastinico e mesentérico foram colhidos
e armazenados em frasco plastico esterilizado, contendo formol a 10%. O material
foi identificado e encaminhado ao Laboratério de Patologia Animal da UFU. As
amostras foram submetidas as técnicas rotineiras de desidratacdo, diafanizacao e
inclusdao em parafina. Foram feitos cortes de 4um em micrétomo (LEICA 2125) e
obtido duas laminas histolégicas de cada bloco, as quais foram submetidas a
coloracdo de HE.

gqPCR M. bovis. Amostras de pulmdo, linfonodos retrofaringeo,
submandibular, cervical e mediastinico dos animais positivos no TCC, foram
congeladas e encaminhadas ao Laboratoério Nacional Agropecuario (LANAGRO) do
Ministério da Agricultura Agropecudria e Abastecimento (MAPA), em Pedro
Leopoldo MG.

A extracao do DNA foi realizada com o kit comercial DNeasy Blood & Tissue
kit (Qiagen, Germany) conforme recomendac¢des do fabricante, sem modificacdes
(Moura et al, 2016). As amostras de DNA extraido foram submetidas a PCR
quantitativa (QPCR) no termociclador QuantStudio 7 Flex™ Real-Time PCR System
(Life Technologies, USA). A reacdo de amplificacdo foi realizada com um volume
final de 25uL, sendo 3uL. de DNA (100ng), 4.0uL de agua DEPC, 12.5uL. de RealQ
PCR 2 x Master Mix (Amplicon, Denmark), 4.0uL. de MgCl2 (25nM). Os primers e
probes utilizados na qPCR tinham como alvo o gene que codifica a regidao de
diferenca 4 (RD4) e do elemento de inser¢do IS1081. A sequéncia RD4 foi
amplificada e detectada por meio da utilizagdo dos primers RD4 Mbo.RD4.88.F
(CGCCTTCCTAACCAGAATTG) e Mbo.RD4.88.R (GGAGAGCGCCGTTGTAGG) e a
probe Mbo.RD4.88.S (5° FAM-AGCCGTAGTCGTGCAGAAGCGCA-BHQ1 3’). Para a
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amplificacdo e deteccdo do elemento IS1081 os seguintes primers foram utilizados:
M.bo.IS1081.124.F (AGGAACGCCTCAACCGAGAG) e M.bolS 1081.124.R
(CCTTCGATCCATTCGTCGTG), e a probe Mbo.IS1081.124.S (5 FAM-CGACGCC
GAACCGACGTCGTC-BHQ1 37).

O esquema de ciclagem utilizado foi: 50°C por 2min, 95°C por 10min e 50
ciclos a 95°C por 15s e 60°C por 1min. As amostras consideradas positivas foram
aquelas que amplificaram em um Cq menor ou igual a 42. Todas as amostras que
amplificaram com Cq acima desse valor foram consideradas negativas. O controle
positivo utilizado foi o DNA da estirpe de referéncia de M. bovis AN5.

ELISA TB. De todos os 334 bovinos avaliados no TCC, foram colhidos 5mL
de sangue por meio de puncao da veia coccigea, o material foi transportado
refrigerado (2 a 82C) ao Laboratério de Doencas Infectocontagiosas (LADOC) da
Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEV) da UFU, e centrifugado a 3.000 x g por
5 minutos. Em seguida, as amostras de soro foram acondicionadas em microtubos
tipo eppendorfe congeladas a -202C até a realizacdao dos exames.

Para o diagndstico sorolégico da TB utilizou-se o kit comercial de ELISA
Mycobacterium bovis Antibody Test - IDEXX®. O exame foi realizado no LADOC -
FAMEV - UFU, de acordo com as instru¢des do fabricante. A leitura das
absorbancias foi realizada a 450nm em espectrofotometro de placas ThermoPlate,
e o resultado avaliado pelo programa xCheck 3.3 IDEXX Laboratories. Para
validagdo do exame utilizou-se como critérios: CPXx = 0,300 e CNX < 0,200. A
interpretacao dos resultados foi determinada pela relagdo da absorbancia
(Amostra/Positivo). Relagdo A/P= [(Amostra A(450) - CNx) / (CPX - CNX)].
Amostras com relacdao A/P igual ou maior que 0,30 foram consideradas positivas
para anticorpos contra M. bovis, e amostras com relacao A/P inferior a 0,30 foram
consideradas negativas.

ELISA PTB. Para o diagnoéstico sorolégico da PTB utilizou-se o kit comercial
de ELISA Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis Antibody Test - IDEXX®,
todos as 334 amostras foram também avaliadas no exame.

O teste foi realizado no LANAGRO de Pedro Leopoldo - MG, de acordo com
as instrucdes do fabricante. Os valores de densidade dptica (DO) das amostras e
controles foram medidos em espectrofotometro de placas a 450nm. Para validacao
do exame utilizou-se como critérios: CPx = 0,350 e CPx / CN(DO 450) = 3,00. O
calculo dos resultados foi determinado pela relacao: 100 x [(Amostra A(450) -
CN(DO 450) / (CPXx - CN(DO 450)]. A interpretacao dos resultados foi realizada
considerando-se os seguintes parametros: amostras com relacdo A/P% < 45%
Negativas; 45% < A/P% < 55% Suspeitas e A/P% = 55% Positivas.

PCR 1S900. Amostras de intestino, valvula ileo cecal e linfonodos
mesentéricos dos animas positivos no TCC, foram colhidas em frascos
esterilizados, e armazenadas em ultrafreezer a -80°C. O material foi encaminhado
congelado ao Laboratério de Bacterioses do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Para a extracdo do DNA, aproximadamente 0,03mg de cada amostra de
tecido foi devidamente macerada e posteriormente utilizou-se o kit comercial
Wizard® SV Genomic DNA Purification System para realiza¢do da extragdao do DNA
de acordo com as recomendacgdes do fabricante.

O DNA extraido foi submetido as amplificagdes em um volume final de 15uL
contendo: 5ul. de DNA gendmico; 0,5uL dos primers especificos para 1S900 a
20pMol (DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ e 0 DR-1: 5’-
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CCGTAACCGTCATTGTCCAG-3’); 2,75uL de agua Mili-Q ultrapura e 6,25puL de
MasterMix (mistura para PCR - Promega®) de acordo com o protocolo do
fornecedor. O perfil térmico das reacdes foi realizado em um termociclador XP
Thermal Cycler (Bioxer Technology CO. LTD) com desnaturacdo inicial a 96°C por
5 minutos, em seguida 35 ciclos a 95°C por 1 minuto cada, anelamento a 58°C por 1
minuto e extensao a 72°C por 3 minutos, e um ciclo final de 72°C por 10 minutos
(Taddei et al. 2008). O produto amplificado de 99pb correspondente ao DNA do
MAP foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com bluegreen
e visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados (Taddei et al. 2008).
Como controle positivo utilizou-se o DNA de uma cepa de Map cedida gentilmente
pelo LANAGRO Minas Gerais, identificada como “Nakajima 1991”.

Estatistica: Para verificar a independéncia entre os resultados, empregou-
se o teste de qui-quadrado de McNemar. Para a comparacao dos exames ELISA TB
e TCC foi realizado o calculo do Indice Kappa de concordancia, com intervalo de
confianca de 95%, no programa BioEstat (versao 4.0) (Ayres et al. 2005).

RESULTADOS

Tuberculinizacgao

Dos 334 bovinos avaliados pelo teste cervical comparativo, 9 foram considerados
positivos e 17 inconclusivos. Apds 60 dias, o reteste dos inconclusivos identificou
mais 7 bovinos positivos. A oscilacao das rea¢des nos animais reagentes variou de
0,5 a 4mm (AA); 4,3 a 8,8mm (AB) e 4 a 5,2mm (AB - AA). No total, 16 bovinos
positivos no TCC foram encaminhados para eutanasia.

Achados de necropsia no TCC

Na inspecdo macroscopica das carcagas nao foram visualizadas lesdes
sugestivas de tuberculose, os achados anatamo-patolégicos mais evidentes foram o
espessamento da mucosa dos intestinos, encontrado em 12 dos 16 bovinos
necropsiados. A superficie mostrava-se irregular, de aspecto avermelhado,
semelhante a circunvolugdes cerebrais, com dobras transversais bem evidentes
(Fig. 1). O ceco também apresentava espessamento da mucosa e havia nodulagdes
com aspecto polipéide. Em nove carcagas foram encontrados nédulos de varios
tamanhos na serosa e mucosa intestinal, apresentando-se amarelos, algumas vezes
com halo hiperémico ao redor e com o centro branco acinzentado. Os linfonodos
mesentéricos e ileocecais estavam aumentados de volume, com aspecto escuro na
regido medular. Em trés animais identificou-se nddulos esbranquicados na regiao
cortical dos linfonodos, os quais apresentavam acimulo de liquido de aspecto
leitoso no seio medular (Fig. 2). Em cinco carcagas o bago estava aumentado de
volume e pulposo. Ao corte observou-se foliculos linféides proeminentes; nos
demais 6rgaos ndo foram observadas alteragdes macroscépicas.

Achados histopatoldgicos

Os principais achados histopatolégicos foram observados no intestino
delgado e linfonodos mesentéricos e identificados como enterite, linfangite,
linfangiectasia e linfadenite granulomatosa. No intestino as alteragdes
caracterizavam-se por vasos linfaticos dilatados e inflamados infiltrado
inflamatoério intenso na lamina propria da mucosa e submucosa, (Fig. 3), composto
por linfocitos, macréfagos epitelidides, plasmécitos e eosinoéfilos; hiperplasia de
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glandulas caliciformes; hipertrofia da muscular. Nos linfonodos mesentéricos
observou-se forma¢des nodulares granulomatosas circundada por células
inflamatérias (linfécitos e plasmocitos); necrose caseosa e calcificacao (Fig. 4).
Destaca-se que a Fig. 4 corresponde ao aspecto microscépico da Fig. 2.

O aspecto microscépico dos nédulos presentes na submucosa do intestino,
caracterizou-se por um centro necrotico, com infiltrado de células inflamatédrias,
constituido por linfécitos, macrofagos e eosinoéfilos, o que sugeriu o quadro de
esofagostomose, tanto pelo aspecto macro quanto microscépico.

ELISATB

Dentre as 334 amostras de soro avaliadas, o ELISA M. bovis Antibody Test
(IDEXX®) identificou 17 animais positivos, com densidade éptica média variando
de 0,333 a 2,637 e relagdo A/P superior a 0,30. A densidade 6ptica média do
controle positivo foi maior que 0,30 e negativo menor que 0,20. Todos os bovinos
positivos no ELISA M. bovis foram considerados negativos no TCC.

A concordancia obtida na comparacdo dos testes ELISA TB e TCC foi de
90,1%, com coeficiente Kappa= -0.05, denotando fraca replicabilidade entre os
exames. A diferenca entre esses resultados nao foi significativa pelo teste de
McNemar, com X?= 0.0 (p>0,05) (Tabela 1).

qPCR M. bovis

Das amostras de tecido (pulmao, linfonodos retrofaringeo, submandibular,
cervical e mediastinico) provenientes dos 16 bovinos positivos no TCC, ndo foi
detectado o DNA de M. bovis.

ELISA PTB

Das 334 amostras de soro avaliadas, o ELISA M. avium subsp.
paratuberculosis Antibody Test - IDEXX® detectou anticorpos anti-MAP em 9
animais, com valor de densidade Optica média maior que 0,777 e relacdo A/P
superior a 0,70. A densidade 6ptica média do controle positivo foi maior que 0,70 e
negativo menor que 0,60. Todos os bovinos positivos no ELISA PTB foram
negativos no TCC para tuberculose. Nesses animais a reacdo no PPD aviario (AA)
variou de 0,5 a 2,7mm.

PCR1S900

Das amostras de intestino e linfonodos mesentérico avaliadas na PCR,
proveniente dos 16 bovinos reagentes no TCC, 9 amostras amplificaram a
sequéncia genética 1S900 especifica de M. avium subsp. paratuberculosis,
totalizando assim 9 animais positivos na PCR de PTB.

DISCUSSAO

A frequéncia da TB determinada por meio do TCC foi de 4,8% no rebanho
estudado. Na necropsia dos positivos, ndo foram identificadas lesdes
macroscopicas tipicas da tuberculose nas carcacas, e o exame histopatolégico das
amostras de tecido também nao detectou alteragdes caracteristicas da doenca.
Situacdes em que bovinos positivos na tuberculinizacdo ndo apresentam lesdes
podem ocorrer, tais condigdes podem estar associadas a infec¢bes recentes,
sensibilizagdo com micobactérias ndo tuberculosas; infeccao latente ou infec¢des
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intercorrentes com bactérias pseudotuberculosas como Corynebacterium
pseudotuberculosis (Trylich, 1960). Outro exame complementar ao diagnostico
intradérmico e utilizado neste estudo, foi a qPCR. Neste, também ndo foi
identificada a presenca do DNA de M. bovis, em nenhuma amostra proveniente dos
bovinos positivos no TCC. Apesar de ser considerado um método muito sensivel
para deteccdo de agentes infecciosos, o exame € influenciado pelo tipo de extracao
(Moura et al. 2016), de acordo com esses autores, o kit de extracdo que
proporciona melhor sensibilidade analitica na qPCR de M. bovis é o DNeasy Blood
& Tissue, da QIAGEN, método utilizado no presente estudo.

Considerando os resultados positivos nos testes ELISA TB e TCC, a
prevaléncia de bovinos com tuberculose no rebanho foi de 9,8%. A presenca de
anticorpos anti-M. bovis em 17 bovinos refor¢a a ocorréncia da tuberculose no
rebanho avaliado. O fato dos animais positivos no ELISA TB, ndo terem sido
positivos no exame intradérmico, ndo descaracteriza o quadro da doenga.
Considerando a relacdo inversa entre a resposta imune mediada por células e
humoral contra M. bovis, o teste intradérmico e os testes soroldgicos buscam
mensurar respostas imunolégicas diferentes, que se desenvolvem em estagios
distintos da infecg¢do (Chapinal et al. 2012). O progresso da resposta imunolégica
celular para humoral ocorre nos estagios mais avan¢ados da tuberculose, por isso,
os ensaios baseados em anticorpos, mostram-se dteis como testes complementares
aos ensaios baseados na resposta celular, auxiliando na identificacdo de bovinos
em estagios mais avancados da doenga, com resultados falso-negativos na
tuberculinizacdo, devido ao estagio de anergia dos animais (Welsh et al. 2005;
Waters et al. 2011).

Dos 16 bovinos positivos no TCC, 12 animais apresentaram lesdes
macroscépicas e histoldgicas sugestivas de PTB e em nove foram detectados o DNA
de MAP. Embora seja o teste oficial para o controle da TB em diversos paises, o
teste intradérmico com PPD tem apresentado limitacdes, principalmente
relacionados a especificidade (Menin et al. 2013), M. avium subsp. paratuberculosis
é considerado a principal causa de reacoes falso-positivas no exame intradérmico
(Biet & Boschiroli, 2014). O extrato bacteriano PPD é uma mistura complexa de
proteinas, lipideos, agucares e acidos nucléicos, sendo muito desses componentes
inclusive, compartilhados por inimeras espécies de micobactérias (tuberculosas
ou nao). Essa complexidade antigénica é, provavelmente, a principal causa de
ocorréncia de reacdes inespecificas nos testes de tuberculinizagdo (Monaghan et al.
1994). As MNT podem coexistir no rebanho ou no mesmo animal, levando a erros
de diagndstico tanto a nivel individual como de rebanho (Biet & Boschiroli, 2014).

A presenca de lesGes macroscopicas e histologicas sugestivas de PTB, e a
amplificacdo do material genético do MAP confirmam a ocorréncia da doenga no
rebanho estudado. Dentre os positivos, todas eram fémeas, com idade entre 7
meses e 9 anos e nenhum dos animais tinham histérico clinico da doenga. De
acordo com Mota et al. (2007) a auséncia de sinais clinicos ndo descarta a presenca
da infeccao no rebanho, nesses casos é necessario a combinacdo de técnicas de
diagnodstico para a confirmacdo de animais infectados. Segundo Larsen et al.
(1975), as manifestacdes clinicas sdao observadas geralmente apods trés anos de
idade, porém o MAP pode permanecer incubado por um periodo que pode variar

de menos de 6 meses até 15 anos, causando sinais clinicos tardios (Fiss et al.
2015).
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O espessamento da mucosa intestinal, alteragdes nos vasos linfaticos do
mesentério e nos linfonodos mesentéricos, que histologicamente correspondem a
enterite, linfangite e linfadenite granulomatosa, sdo usualmente descritas na
paratuberculose bovina (Chiodini et al. 1984). Estas lesdes foram observadas nos
animais necropsiados em diferentes graus de intensidade. A variacdo na
intensidade das lesdes esta relacionada ao estagio da infec¢do, a imunidade do
animal, a susceptibilidade do hospedeiro e a cepa de MAP (Menendez, 1990). A
deteccao do DNA de MAP confirma a etiologia da paratuberculose no rebanho
estudado. Embora nenhum teste até o momento, seja suficientemente capaz de
detectar todos os animais infectados, o diagnéstico da paratuberculose requer
enfoque multidisciplinar com atenc¢do dirigida as manifestagdes clinicas e
patolégicas, resposta imunolégica e deteccdo do agente etiolégico (Gomes et al.
2002).

Em nove carcacas identificou-se a presenca de nddulos na submucosa do
intestino delgado, cujas caracteristicas macro e microscépicas sugerem o quadro
de esofagostomose. As larvas desses parasitas formam nédulos no intestino, os
quais tendem a ficar encapsulados por uma reacao inflamatéria por parte de
hospedeiros previamente sensibilizados. Com o tempo os ndédulos caseificam-se e
calcificam-se (Tessele et al. 2013). De acordo com Mota (1985), as larvas de
Oesophagostomum radiatum vivem em ambientes semelhantes aos de
micobactérias atipicas, e nos dois primeiros estagios de vida, as larvas poderiam
ingerir micobactérias atipicas existentes nesses locais juntamente com matéria
organica, ou mesmo carrear mecanicamente as micobactérias até o organismo
animal. Ap6s penetracdo na mucosa do intestino do bovino, a presenca do agente
pode levar a sensibilizacao dos animais no teste intradérmico.

O exame ELISA paratuberculose detectou anticorpos anti Map em nove
animais (2,7%), os quais eram todos negativos no TCC e nenhum apresentava
manifestacdes clinicas sugestivas da paratuberculose. Estes animais representam
uma importante categoria no controle da paratuberculose, pois além de nao
apresentarem sinais clinicos, eliminam intermitentemente o agente no ambiente e
mantém a infeccdo no rebanho (Chiodini et al. 1984). A sensibilidade do exame
depende do estagio da infeccdo, quando a doencga encontra-se nos estagios iniciais
ou latentes, a sensibilidade é baixa, aproximadamente 15%, e tende a aumentar
(75%) com a evolugdo da doenga para a fase clinica ou terminal (Collins et al.
2006; Timms et al. 2011). Embora os testes sorolégicos ndo apresentem suficiente
acuracia para o diagnéstico individual, sdo eficientes para determinar rebanhos
infectados e permitem estimar a extensdao do problema na propriedade suspeita
(Riet-Correa & Driemeier, 2007).

Considera-se ainda a possibilidade da co-infec¢do da TB e PTB no rebanho
do estudo. Infeccdes mistas de M. avium (incluindo MAP) e M. bovis ja foram
relatadas. Seva et al. (2014), tendo por objetivo caracterizar a resposta imune e o
perfil de lesGes em rebanhos infectados com M. bovis e MAP, identificaram que
bovinos duplamente infectados, que apresentaram pequenos granulomas ou lesdes
iniciais de TB, foram positivos na PCR e sorologia de PTB, porém nenhuma lesao
foi identificada para PTB. Ja os animais que tiveram lesdes extensas de TB, também
apresentaram lesdes difusas para PTB, demonstrando haver correlacdo positiva
com a gravidade da patologia em animais co-infectados com TB e PTB. A
intercorréncia de bovinos reagentes no exame de tuberculinizacdo com a
paratuberculose foi também relatada por Balseiro et al. (2003). Os autores
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detectaram lesdes granulomatosas associadas a infeccao por MAP em 28% (26/91)
dos bovinos positivos no exame de tuberculinizagdo. Observou-se também que na
necropsia dos bovinos positivos no exame de tuberculinizagdo, os granulomas
estavam localizados exclusivamente nas areas interfoliculares do tecido linfoide
em 16,4% (15/91) dos animais. Outros granulomas foram identificados na lamina
propria da valvula ileocecal em 12% (11/91) dos bovinos. Por meio da técnica de
imunohistoquimica os autores detectaram o MAP em 92% (24/26) dos animais
com lesoes de PTB. Vale ressaltar que em nenhum desses animais foi verificado a
presenca de sinais clinicos da PTB, assim como no presente estudo. Segundo
Balseiro et al. (2003), a detec¢ao de falsos positivos no exame de tuberculinizacdo
é importante particularmente nas areas onde ha incidéncia relativamente baixa da
TB e pode ser atribuida, em parte, pela reatividade imunolégica cruzada com
outras infec¢des por micobactérias, em especial pelo MAP.

Outros estudos apontam que a co-infeccao de M. bovis e MAP levaram a
resultados nao so6 falso-positivos, mas também falso-negativos (Biet & Boschiroli,
2014). Em co-infeccdes experimentais em que M. avium subsp. avium foi
administrado anterior a M. bovis, os animais ndo reagiram no exame de
tuberculinizagdo da mesma maneira quando infectados apenas com M. bovis
(Amadori et al. 2002), neste caso, tais resultados podem representar um obstaculo
aos programas de erradicacdo da TB, uma vez que animais falso-negativos
poderiam ndo ser detectados no exame intradérmico, se comportando como
importantes fontes de infeccdo da doenca. Por isso que, na pratica, se o objetivo é
erradicar a doenca, a habilidade de um teste diagndstico em detectar todos os
animais infectados (nao perdendo animais verdadeiramente infectados com
resultado falso negativo) é mais importante do que erro causado pela deteccdo de
falso-positivos (De la Rua-Domenech et al. 2006; Seva et al. 2014). Apesar de nao
serem 100% especificos, paises que conseguiram erradicar a TB, utilizaram a
tuberculinizacdo intradérmica como ferramenta bdsica em seus programas
sanitarios, este é sem duvida o melhor teste a ser aplicado em rebanhos nos quais a
doenca é endémica e em rebanhos controlados.

CONCLUSAO

Nas condicdoes de campo estudadas, a infec¢gdo por M. avium subsp.
paratuberculosis pode ter causado reacdes inespecificas no teste intradérmico de
tuberculose. Apesar das limitacdes relacionadas a especificidade do teste
intradérmico, do ponto de vista epidemioldgico, a tuberculinizacdo é o melhor
teste disponivel para o saneamento de rebanhos com tuberculose.
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Legendas das Tabelas

Tabela 1. Resultados do ELISA M. bovis em comparacdao com o Teste Cervical
Comparativo (TCC) para o diagndstico da tuberculose em bovinos provenientes de
um rebanho leiteiro do municipio de Uberlandia-MG, 2017.

Legendas das Figuras

Fig. 1. Mucosa duodenal espessada com aspecto avermelhado, enrugado e/ou
cerebroide, proveniente de bovino positivo no teste cervical comparativo para
tuberculose.

Fig. 2. Linfonodo mesentérico com areas multinodulares irregulares e
brancacentas na regido cortical e presenca de liquido de aspecto leitoso,
proveniente de bovino positivo no teste cervical comparativo para tuberculose.

Fig. 3. Fotomicrografia de intestino delgado com mucosa e submucosa
apresentando infiltrado inflamatério. HE. Obj. 4x.

Fig. 4. Fotomicrografia de linfonodo mesentérico com presenca de granuloma. HE.
Obj. 4x.



Tabela 1.

TCC
ELISA M. bovis Positivo Negativo Total
Positivo 0 16 16
Negativo 17 301 318
Total 17 317 334
Concordancia: 0+ 301 /334 =90,1%
Kappa: -0,05
X2:0 p>0.05
Fig. 1

Fig. 2
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CAPITULO 4

PREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A INFECCAO POR
Mycobacterium avium SUBSPECIE paratuberculosis E PELO VIRUS DA
LEUCOSE BOVINA EM REBANHOS LEITEIROS
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HERD-LEVEL PREVALENCE AND ASSOCIATED RISK FACTORS FOR
Mpycobacterium avium SUBSPECIES paratuberculosis AND BOVINE LEUKEMIA VIRUS
ON DAIRY HERDS

PREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A INFECCAO POR
Mycobacterium avium SUBSPECIE paratuberculosis E PELO VIRUS DA LEUCOSE
BOVINA EM REBANHOS LEITEIROS

Abstract

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) and bovine leukemia virus
(BLV) are common agents found in dairy herds around the world, leading to significant
economic losses, caused both by reduce of milk production and premature culling. A
cross-sectional study was carried out to evaluate the epidemiological situation of
paratuberculosis (PTB) and bovine enzootic leukosis (BEL) in herds of the municipality
of Lagoa Formosa - MG. 40 milk production properties were randomly selected and
within each one were collected blood samples from females of different breeds and
ages. A total of 236 samples were submitted to ELISA MAP antibody test and agar gel
immunodiffusion test (AGID) for BEL. An epidemiological questionnaire was
administered in the farms to identify risk factors associated with PTB and BEL.
Prevalence in the municipality for PTB was 20% (95% CI: 7,60% — 32,39%) for herds
and 6% for animals (95% CI: 2,98% — 9,02%). Prevalence of BEL was 85% (95% CI:
82.16% - 87.84%) for herds and 50.42% (95% CI: 49,51% - 51,32%) for animals. The
risk factors identified in the logistic regression analysis for PTB were: age (OR = 0,088
[95% CI: 0.0052 - 1.508]), creation of calves with adults (OR = 41.45 [95% CI: 5.295 -
324.5]) and contact of calves with feces of adult animals (OR = 5.008 [95% CI: 1,095 -
22.91]). The risk factors identified in the logistic regression analysis for BEL
were:blood transfusion (OR = 2.32 [95% CI: 1.34 - 4.038]), veterinary medical
assistance (OR = 2.61 [95% CI: 1.53-4.468]) and natural mount (OR = 2.27 [95% CI:
1.117-4.639]). It was concluded that 6% of the bovines presented evidence of infection
caused by MAP and 50.42% by BLV. Considering the occurrence of cases of PTB and
BEL in the studied, it is suggested that framers and veterinarians take greater care in
adopting sanitary measures for these diseases, incorporating surveillance elements based
on the risks identified in the study.

Key-words: Paratuberculosis, bovine leukemia, AGID, ELISA
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Resumo

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) e o virus da leucose bovina
(VLB) sao agentes frequentemente encontrados em rebanhos leiteiros no mundo, que
geram importantes perdas econdmicas, causadas tanto pela diminui¢cdo da produgdo,
quanto pelo descarte prematuro dos animais. Realizou-se um estudo transversal para
avaliar a situacdo epidemioldgica da paratuberculose bovina (PTB) e leucose enzodtica
bovina (LEB) em rebanhos leiteiros do municipio de Lagoa Formosa MG. Foram
selecionadas aleatoriamente 40 propriedades de producao leiteira e, dentro de cada uma,
foram colhidas amostras de sangue de vacas de diferentes racas e idades. Um total de
236 amostras foram submetidos aos exames de ELISA Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis ¢ imunodifusdao em gel de Agar (IDGA) para LEB. Um questionario
epidemioldgico foi aplicado em cada fazenda para identificar os fatores de risco
associados a PTB e LEB. A prevaléncia de focos de PTB no municipio foi de 20% (IC
95%: 7,60% — 32,39%) em rebanhos e 6% (IC 95%: 2,98% — 9,02%) para animais. Para
LEB a prevaléncia foi de 85% (IC 95%: 82.16% - 87.84%) em rebanhos e 50,42% (IC
95%: 49,51% — 51,32%) para animais. Os fatores de risco identificados na analise de
regressao logistica para PTB foram: idade (OR = 0,088 [IC 95%: 0.0052 - 1.508]),
manejo dos bezerros apos o nascimento (OR = 41,45 [IC 95%: 5.295 - 324.5]) e contato
dos bezerros com fezes dos animais adultos (OR = 5,008 [IC 95%: 1.095 - 22.91]). Os
fatores de risco identificados na andlise de regressdo logistica para LEB foram:
transfusdo sanguinea (OR = 2,32 [IC 95%: 1,34 — 4,038]), assisténcia médico
veterinaria (OR = 2,61 [IC95%: 1.53 — 4,468]) e monta natural (OR = 2,27 [IC 95%:
1,117 — 4,639]). Diante a ocorréncia de casos de PTB e LEB nos rebanhos estudados,
sugere-se maior aten¢cdo dos produtores e médicos veterindrios na ado¢ao de medidas
sanitarias para evitar essas doencas, incorporando elementos de vigilancia com base nos
riscos identificados no estudo.

Palavras-chave: Paratuberculose, leucemia bovina; IDGA; ELISA

Introduciao

Em 2016, o Brasil produziu 33,62 bilhdes de litros de leite. Minas Gerais foi o
estado com maior produgdo do pais, responsavel por 26,7% da producdo nacional
(IBGE, 2017). Essa importante representatividade comercial no mercado agropecudario

alerta para a adog@o de medidas sanitarias efetivas e aprimoramento na investigacao de
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doencas nos rebanhos, para garantir competitividade e qualidade aos produtos. Entre as
doencas que afetam a sanidade dos rebanhos, destaca-se a paratuberculose (PTB) e a
leucose enzootica bovina (LEB) (SUN et al., 2015).

A PTB também chamada de Doenca de Johne ¢ uma infecg¢ao caracterizada por
enterite  granulomatosa cronica, causada por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP), que acomete bovinos, ovinos, caprinos € ruminantes silvestres
(CHIODINTI et al., 1984; FECTEAU, 2017). A principal forma de transmissao se da por
via fecal-oral (DORE et al., 2012), mas também pode ocorrer pela ingestdo do colostro
e leite proveniente de vacas em estagio sub-clinico ou clinico (SWEENEY et al., 2012),
e ainda por via intra-uterina (WHITTINGTON; WINDSOR, 2009).

A LEB ¢ causada por um RNA virus da familia Retroviridae, denominado Virus
da Leucose Bovina (VLB). A principal forma de transmissdo do VLB ¢ por via
horizontal, que ocorre pela tranferéncia do virus presente no sangue, por meio de
praticas como a reutilizacdo de materiais contaminados sem a antissepsia adequada.
Agulhas, luvas de palpagdo retal, instrumentos cirargicos, maquinas para tatuagem,
ferramentas de casqueamento ou qualquer material contaminado oferecem risco para a
transmissdo do VLB (CAMARGOS et al., 2004; FLORES, 2007), assim como a
presenga de artropodes hematdfagos (KOBAYASHI et al., 2014). Classicamente sdo
descritas duas formas de manifestagdo da doenca, a forma benigna que cursa com
linfocitose persistente, e a forma maligna que se constitui da formacao do linfossarcoma
(DOMENECH et al., 2000).

Mesmo sem apresentarem sintomatologia clinica tais doencas podem provocar
perdas econdmicas significativas, caracterizadas pela diminui¢dao na producao de leite e
carne, reducdo na eficiéncia alimentar, condenagao de carcacgas em frigorificos, descarte
prematuro ou morte de animais; redu¢ao na fertilidade, aumento na incidéncia de
mastite (DIGIACOMO, 1992; GARCIA; SHALLOO, 2015), perdas na exporta¢do para
mercados que requerem animais livres da infec¢do, custos com o diagnéstico e barreiras
econdmicas no comércio internacional (CORDEIRO et al., 1994).

Considerando o impacto econdmico da PTB e LEB e a importancia de uma
andlise epidemioldgica para subsidiar medidas profilaticas, objetivou-se com realizar
um estudo soroepidemiolégicos da PTB e LEB em rebanhos bovinos na maior bacia

leiteira do estado de Minas Gerais.
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Material e Métodos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica na Utilizagio de Animais
(CEUA) do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), sob o protocolo n.°
54/17.

Local

O estudo foi realizado no municipio de Lagoa Formosa localizado na regido do
Alto Paranaiba, estado de Minas Gerais (Figura 1). A localizagdo geografica do
municipio encontra-se nas coordenadas 18° 46' 44" de latitude sul e 46° 24' 28"
longitude oeste. O municipio ocupa uma area de 840,920Km? e apresenta clima tropical,

a temperatura média ¢ de 22°C e a pluviosidade de 1462 mm/ano (IBGE, 2015).

Figura 1. Localiza¢do do municipio de Lagoa Formosa no estado de Minas Gerais,
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Delineamento amostral

O rebanho de bovinos do municipio ¢ composto por 92.563 cabegas (IBGE
2015), sendo 47.038 acima de 24 meses, distribuido em 1.208 propriedades destinadas a
produgdo de leite e corte. Optou-se por trabalhar em Lagoa Formosa devido o municipio
estar localizado na maior bacia leiteira do estado de Minas Gerais, sendo um dos 20
municipios de maior produgdo de leite do Brasil (IBGE, 2017). Para determinagdo do
tamanho da amostra foi utilizado o método de estimativa de prevaléncia em amostra

aleatoria simples (THRUSFIELD, 2004). Considerou-se prevaléncia estimada de 75,8%
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da paratuberculose para rebanhos bovinos (FERNANDEZ-SILVA et al., 2014) e
80,89% para Leucose (AMBR()SIO, 2015), com nivel de confianca de 95% e erro
estatistico de 8%, totalizando o tamanho minimo de 200 amostras. Optou-se por
trabalhar com 236 amostras, como margem de seguranca.

Foram selecionadas aleatoriamente 40 propriedades nas regides norte, sul, leste
e oeste, conforme o zoneamento disponibilizado pela prefeitura do municipio. Foram
colhidas em média seis amostras por fazenda, num total de 10 fazendas por regido. Os
rebanhos eram constituidos de animais de varias ragas e idades, que se encontravam em
diferentes estagios de lacta¢do e eram criados em sistema intensivo ou semi-intensivo e

submetidos a ordenha mecanica e/ou manual.

Critérios de inclusio e exclusio

A coleta das amostras foi realizada exclusivamente de vacas em lactagdao. Os
animais amostrados pertenciam a grupos em idade reprodutiva igual ou supeior a 20
meses ¢ foram escolhidos independente do padrao racial, tipo de ordenha, manejo
nutricional e sanitario. Selecionou-se os animais que atendiam as esses critérios,

conforme a disponibilidade do produtor e da fazenda.

Amostras

Foram colhidas 236 amostras de sangue por pun¢do da veia coccigea, com
seringas estéreis de 10mL e agulha 25mm x 0,7mm. O sangue foi armazenado em tubos
sem anticoagulante e mantido sob refrigeracdo em caixas de isopor com gelo.
Encaminhou-se as amostras ao Laboratério de Doencas Infecciosas do UNIPAM, e
centrifugadas a 3.000 x g, por cinco minutos para a extracao do soro. As amostras foram
congeladas em microtubos do tipo eppendorf a temperatura de -20°C até a realizagao

dos exames.

Exames de diagnéstico
ELISA PTB

O diagnostico sorologico da PTB foi realizado por meio de um kit comercial de
ELISA indireto Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis Antibody Test —
IDEXX". O exame foi realizado no Laboratorio de Doencas Infecciosas do Centro

Universitario de Patos de Minas — UNIPAM, de acordo com instrugdes do fabricante.
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Os valores de densidade optica (DO) das amostras e controles foram medidos
em espectrofotometro de placas a 450nm. Para validacdo do exame utilizou-se como
critérios: CPX > 0,350 e CPX / CN(DO 450) > 3,00. O calculo dos resultados foi
determinado pela relagdo: 100 x [(Amostra A(450) — CN(DO 450) / (CPX — CN(DO
450)]. A interpretacdo dos resultados foi realizada considerando-se os seguintes
pardmetros: amostras com relacdo A/P% < 45% Negativas; 45% < A/P% < 55%

Suspeitas e A/P% > 55% Positivas.

IDGA LEB

A presenca de anticorpos anti-VLB foi avaliada pelo teste comercial de
imunodifusdo em gel de agar (IDGA), do Laboratério TECPAR®, conforme instrugdes
do fabricante. A leitura e interpretacdo do exame foram realizadas com 24, 48 ¢ 72
horas de incubag¢do, em ambiente escuro com o auxilio de um foco de luz forte, a fim de

verificar o aparecimento de linhas de precipitagao.

Inquérito epidemiologico

Um questionario estruturado incluindo perguntas fechadas foi elaborado e
aplicado aos produtores a fim de obter informagdes sobre os principais fatores de risco
associados a epidemiologia da PTB e LEB. As varidveis investigadas na PTB foram:
idade; presen¢a de diarréia cronica; consumo de leite; assisténcia veterindria; manejo
dos bezerros apds o nascimento; limpeza do ubere antes do fornecimento de leite aos
bezerros; contato dos bezerros com as fezes de animais adultos; presenca de esterqueiras
e comercializacdo de animais. Para a LEB investigou-se as varaveis: idade; utilizagdo de
agulhas descartaveis; reutilizacdo de luvas obstétricas; assisténcia veterindria; presenca
de moscas hematofagas; comercializacdo de animais; aplicagdo de ocitocina durante
ordenha; transfusdo sanguinea e tipo de manejo reprodutivo (monta natural e/ou

inseminacao artificial).

Analise estatistica

Para o célculo da frequéncia foi estabelecido a relagdo do nimero de bovinos
com PTB e LEB em relacao ao numero de animais amostrados, utilizando-se analise
estatistica descritiva, por meio de frequéncia absoluta e relativa. Para verificar a
associacdo entre as variaveis investigadas e o status sorologico, realizou-se analise

univariada por meio do teste qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher quando
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necessario. Posteriormente, as variaveis foram utilizadas para construir um modelo de
regressao logistica, considerando como variavel dependente o exame sorologico, pelo
teste ndo paramétrico Odds Ratio com intervalo de confianca de 95% (THRUSFIELD,
2004). O valor de p<0.05 foi considerado significativo estatisticamente. As andlises

foram realizadas no programa Graphpad versdo 5.0 (San Diego, California, USA).

Resultados e Discussao
Soroprevaléncia e fatores de risco para MAP

Dos 40 rebanhos avaliados oito (20%; IC 95%: 7,60% — 32,39%) tinham pelo
menos um animal positivo para PTB. A prevaléncia nos focos variou de 14,28% a
66,66% com média de 30,38%. Entre os 236 bovinos examinados, 14 (6%; IC 95%:
2,98% — 9,02%) foram reagentes (Tabela 1). Os animais ndo apresentavam
sintomatologia clinica sugestiva de PTB.

Bovinos assintomaticos positivos no teste ELISA PTB sdo considerados
importantes fontes de infeccdo, pois além de ndo apresentarem sintomatologia clinica
podem eliminar o bacilo de forma intermitente no ambiente e, assim, contaminar agua e
alimentos. (COLLINS, 2011; FECTEAU, 2017). A ndo identificagdo dos animais
positivos pode contribuir para a manuten¢do da doenca no rebanho, uma vez que na
maior parte dos casos o animal se infecta quando bezerro e permanece no rebanho
eliminando o agente (SA et al., 2013).

A prevaléncia de anticorpos anti-MAP em 20% dos rebanhos, encontrada neste
estudo, pode ser ainda maior, isso porque a doenca possui periodo de laténcia
relativamente longo, de dois até dez anos e os niveis de anticorpos contra MAP s6 sdo
detectados no final desse estagio, por testes soroldogicos como o ELISA (SUN et al.,
2015; FECTEAU, 2017). Durante o periodo subclinico, embora os animais ainda nao
manifestem sinais da PTB, estudos mostram que o gado infectado ja apresenta reducao
na producdo de leite e menor eficiéncia reprodutiva (GONDA et al., 2007; FECTEAU,
2017). Embora note-se o aumento do niumero de estudos da PTB nos rebanhos nacionais
(VILAR et al., 2015; SA et al., 2013; COSTA et al., 2010; YAMASAKI et al. 2010;
ACYPRESTE et al., 2005; FONSECA et al., 2000), a doenca ¢ ainda desconhecida pela
maioria dos produtores da regido, e mesmo tendo sido identificado prevaléncia de 20%
em rebanhos, acredita-se que maioria dos produtores ndo estejam cientes dos prejuizos

econdmicos que a doenca pode causar.
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Tabela 1. Numero de bovinos examinados por rebanho e sororeagentes para
Paratuberculose e Leucose Enzoodtica Bovina, em rebanhos leiteiros do municipio de

Lagoa Formosa, MG, 2017.

Rebanho Bovinos
N n ELISA PTB (%) IDGA LEB (%)
A 63 4 0 - 0 -
B 109 6 0 - 4 66,66
C 57 5 0 - 0 -
D 143 5 0 - 0 -
E 126 5 0 - 2 40
F 105 7 0 - 2 28,57
G 127 5 0 - 1 20
H 136 7 0 - 5 71,42
I 250 6 0 - 5 83,33
J 60 7 0 - 0 -
K 326 6 0 - 5 83,33
L 60 6 0 - 1 16,66
M 758 5 0 - 5 100
N 110 5 0 - 2 40
0] 90 6 0 - 2 33,33
P 140 6 0 - 6 100
Q 320 5 0 - 2 40
R 400 7 1 14,28 4 57,14
S 120 6 0 - 3 50
X 600 7 0 - 6 85,71
W 138 7 2 28,57 4 57,14
Y 180 7 0 - 6 85,71
Z 65 5 0 - 1 20
AA 60 7 1 14,28 5 71,42
AB 87 7 0 - 3 42 .85
AC 98 7 0 - 4 57,14
AD 68 5 0 - 5 100
AE 160 8 0 - 2 25
AF 83 5 0 - 4 80
AG 80 6 0 - 3 50
AH 84 6 0 - 0 -
Al 260 6 4 66,66 3 50
AK 1000 7 0 - 6 35,71
AL 250 7 1 14,28 3 42 .85
AM 64 5 3 60 4 80
NA 98 4 0 0 2 50
AO 326 7 0 0 4 57,14
AP 70 5 0 0 0 -
AQ 83 4 1 25 2 50
AR 113 5 1 20 3 60
TOTAL 7467 236 14 6 119 50,42

N= Total de bovinos por rebanho
n= Total de bovinos utilizados no estudo
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A prevaléncia de 20% de focos da PTB demonstra que a doenga encontra-se
presente nos rebanhos leiteiros avaliados. Estudos sobre a ocorréncia da PTB sdo raros
no estado de Minas Gerais ¢ nao ha disponivel levantamento com dados oficiais a
respeito da situacdo epidemioldgica no Brasil. Levantamentos realizados em outras
regides brasileiras demonstraram prevaléncia de rebanhos maior do que a relatada no
presente estudo, como no estado de Goias com 60,24% (ACYPRESTE et al., 2005); Rio
de Janeiro com 40% (YAMASAKI et al. 2010); Paraiba com 34,5% (VILAR et al.,
2015) e Sao Paulo com 37,9% (FONSECA et al., 2000); prevaléncias menores foram
relatadas em Pernambuco com 2,7% (SA et al., 2013) e Espirito Santo com 11,4%
(COSTA et al., 2010).

Quanto aos fatores de risco investigados no inquérito epidemiologico, observou-
se associacao significativa do MAP com as variaveis idade (p=0,0237), manejo dos
bezerros ap6s o nascimento (p<0.0001) e contato de bezerros com fezes de animais
adultos (p=0,0258) (Tabela 2).

Na analise de regressao logistica identificou-se como fator de risco associado a
infeccdo por MAP, que fémeas bovinas acima de quatro anos de idade apresentaram
mais chance de infec¢do, quando comparadas as fémeas entre 20 e 48 meses. De acordo
com Sun et al. (2015), a soroprevaléncia da PTB aumenta significativamente com a
idade. Rebanhos leiteiros criados em sistema intensivo podem ter o risco aumentado de
transmissao devido ao maior tempo de exposicao continua aos organismos na pastagem
(FECTEAU et al., 2010). A maior quantidade de animais adultos positivos, encontrada
neste estudo, pode estar ainda relacionada ao método de diagnostico utilizado, uma vez
que os niveis de anticorpos contra 0 MAP s6 sdo identificados no final do periodo de
incubagdo da doenca, o qual pode durar de dois até 10 anos (VILAR et al., 2015;
FECTEAU, 2017). A resisténcia a infec¢do pelo MAP aumenta com a idade
(WINDSOR; WHITTINGTON, 2010). Tal resisténcia, no entanto, pode ser superada
pela pressdo de infeccdo. Bovinos adultos expostos a ambientes, forragens e agua
extremamente contaminados pelo agente, podem apresentar risco significativo para a
infeccdo (ROSSITER; BURHANS, 1996; FECTEAU, 2017).

A variavel manejo dos bezerros apds o nascimento apresentou significancia
(p<0,0001). Nos rebanhos onde apdés o nascimento dos bezerros existia o contato
frequente com os bovinos adultos, identificou-se OR= 41,45. Na PTB geralmente a
infec¢do ocorre nos primeiros meses de vida, € os bovinos que adoecem normalmente

sdo aqueles infectados nas primeiras semanas (CHIODINI et al., 1984). Um dos
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a essa maior susceptibilidade ¢ devido o

intestino do bezerro que lhe permite absorver imunoglobulinas do colostro, representar

uma barreira permissiva para o agente (WHITTINGTON et al., 2004). Evitar o contato

de animais jovens com adultos pode auxiliar no controle da doenca, visto que a

transmissdo do MAP ocorre principalmente pela ingestdo de pastos contaminados ou

durante a ingestdo de colostro ou leite em uberes sujos com fezes contaminadas (SA et

al., 2013; VILAR et al., 2015).

Tabela 2. Distribui¢do das vacas com paratuberculose conforme os fatores de risco

avaliados, no municipio de Lagoa Formosa - MG, 2017.

Variavel Fémeas bovinas OR* IC 95% P
Total Regentes Frequéncia
(%)
Idade
20 — 48 meses 62 0 0 0,088 0.0052-1.508 0,0237
> 4 anos 174 14 8,04
Diarréia cronica
Sim 227 14 6,16 1,290 0.07144 -23.31 1,0000
Nao 9 0 0
Esterqueira
Sim 230 14 6,08 0,8707 0.0466 -16.24 1,0000
Nao 6 0 0
Comércio animais
Sim 104 6 5,76 0,9490 0.3186-2.827 11,0000
Nao 132 8 6,06
Manejo bezerros
Junto adultos 67 13 19,40 41,45 5.295-324.5 <0.0001
Separado adultos 169 1 0,59
Assisténcia veterinaria
Sim 140 9 6,42 1,250 0.4056 -3.854 0,7849
Naéo 96 5 5,20
Limpeza ubere
Sim 15 0 0 0,461 0.0262 -8.115 0,6082
Nio 221 14 6,33
Consumo de leite
Sim 205 11 5,36 0,486 0.1272 -1.859 0,3899
Naéo 31 3 9,67
Contato bezerro com
fezes adulto
Sim 133 12 9,02 5,008 1.095-22091 0,0258
Naéo 103 2 1,94

*QOdds Ratio; p <0,05 demonstra diferenga significativa.
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Foi identificada também associagdo entre o MAP e a variavel contato de
bezerros com fezes de animais adultos (OR=5,008). Segundo Marcé et al. (2011), a
redugdo na exposicao de bezerros suscetiveis a qualquer ambiente contaminado por
animais adultos, leva a redu¢do acentuada na prevaléncia da PTB. A adocdo desta
medida poderia levar ao desaparecimento da infec¢do se a exposi¢do fosse diminuida
em 90%. Segundo o autor impedir a exposi¢do de bezerros a fezes de animais adultos ¢
essencial para controlar a transmissao do MAP num rebanho leiteiro. De acordo com
Doré¢ et al. (2012), o contato de bezerros com as fezes de vacas adultas infectadas por
MAP ¢ considerado o fator de risco mais importante na transmissdo da doenca aos

bezerros.

Soroprevaléncia e fatores de risco para VLB

Em 85% dos rebanhos (38/40, IC 95%: 82.16% - 87.84%) foram identificados
animais reagentes para o VLB e a prevaléncia de focos variou de 16,66% a 100%, sendo
que em trés propriedades (M, P e AD) todos os animais examinados foram reagentes. A
prevaléncia em animais foi de 50,42% (119/236, IC 95%: 49,51% — 51,32%) (Tabela
1). Levantamentos soroldgicos realizados em diferentes regides do Brasil tém
demonstrado resultados variados quanto a ocorréncia da leucose, com frequéncia média
de 27,60% de animais reagentes (BIRGEL JUNIOR et al., 1995). Tais variacdes podem
estar relacionadas as condi¢des geograficas de cada regido, o tipo e tamanho do rebanho
testado e a sensibilidade e especificidades dos métodos de diagnostico utilizados (SUN
et al., 2015).

De acordo com critérios estabelecidos por Shettigara et al. (1986), a prevaléncia
observada neste estudo (50,42%) € caracterizada como alta (maior que 30%). Também
em Minas Gerais, Ambrosio (2015), identificou prevaléncia de 80,89% em 1392
animais testados no sul de Minas Gerais. Ainda na regido Sudeste observou-se
prevaléncia de 27,9% em 409 bovinos no Espirito Santo (STARLING et al., 2013).
Estudos realizados em rebanhos leiteiros da regido Norte do pais revelou prevaléncia de
9,7% em 1.060 bovinos no Acre € 23% em 1.060 bovinos em Rondonia (ABREU et al.,
1990); 26% em 668 bovinos no Para (MOLNAR et al., 1999); 9,6% em 661 bovinos no
Amazonas (CARNEIRO et al., 2003) e 27,8% em 489 bovinos no Tocantins (JULIANO
et al., 2014). Na regido Nordeste 27,8% em 341 bovinos em Alagoas (PINHEIRO-
JUNIOR et al., 2013); na regido Centro-oeste 40,83% em 120 bovinos em Cataldo,
Goias (BARROSO, 2015) e na regido Sul 56,34% em 268 bovinos no Parana
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(BARROS-FILHO et al., 2010) e 9,2% de 39.799 bovinos no Rio Grande do Sul
(MORAES, 1996).

Em todos os rebanhos onde foram identificados animais reagentes para o MAP
observou-se também a ocorréncia de reagente para o VLB, sendo que a co-infecgdo se
deu em 85% (12/14) dos casos. O VLB pertence ao género Deltaretrovirus e infecta
preferencialmente linfécitos tipo B, levando o animal ao quadro de imunossupressao
generalizada, caracterizado pela queda na produtividade e multiplos efeitos sobre a
saude dos animais (FLORES, 2007). Segundo Emanuelson et al. (1992), bovinos
infectados pelo VLB apresentam tendéncia acentuada de adquirirem doengas de
etiologia infecciosa. A infec¢do pelo VLB pode ter contribuido para maior
susceptibilidade dos bovinos a se infectarem pelo MAP.

Em relagdao aos fatores de risco analisados para VLB, as varidveis transfusao
sanguinea (p=0,0027), assisténcia veterinaria (p=0,0005) e manejo reprodutivo
(p=0,0319) apresentaram associa¢do significativa com a presenca de anticorpos anti-
VLB (Tabela 3).

A variavel transfusao sanguinea foi identificada como fator de risco para o VLB
(p=0,0027), sendo que nas propriedades onde pratica-se o procedimento entre os
animais, identificou-se OR igual a 2,32. A transmissdo do VLB estd estritamente
relacionada as praticas de manejo, principalmente as mais tecnificadas. O procedimento
de transfusdo de sangue apresenta importante risco na transmissao da LEB, uma vez que
as maiores taxas de transferéncia de linfocitos infectados ocorrem, por exemplo, nesse
tipo de atividade (SILVA et al., 2008), embora quantidades de sangue tdo pequenas
quanto 0,1ul ja sejam capazes de transmitir o virus (FLORES, 2007).

O manejo reprodutivo também foi identificado como fator de risco para o VLB.
Nos rebanhos onde se realiza a monta natural observou-se OR igual a 2,27 vezes a mais,
quando comparado aos rebanhos em que se pratica a inseminacdo artificial aliada a
monta natural. Segundo Flores (2007), a transmissdo pela monta natural pode ocorrer,
sendo uma forma de disseminagdo do virus de touros infectados para fémeas, tal fato
ocorre devido a possivel presenca de linfocitos no trato reprodutivo, € nao
necessariamente a presenca do VLB nos espermatozéides. Considerando que pequena
quantidade de sangue pode ser transferida durante a cépula, a reproducdo por monta
natural pode ser uma via de infeccao (WHITTIER, 1990). De acordo com Braga et al.
(1998), a transmissdo através da inseminagdo artificial s6 ocorre se o sémen for

contaminado com sangue durante a colheita, o que foi comprovado por Del Fava e
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Pituco (2004), que ao avaliarem sémen de touros soropositivos utilizados para
inseminagdo artificial, demonstraram que esta via ndo tem importancia na transmissao

da LEB.

Tabela 3. Distribui¢do das vacas com leucose conforme os fatores de risco avaliados,

no municipio de Lagoa Formosa - MG, 2017.

Variavel Fémeas bovinas OR* IC 95% P
Total Regentes Frequéncia
(%)
Idade
20 - 48 meses 62 27 43,54 0,6876 0.38-1.23 0,2377
> 4 anos 174 92 52,87
Agulhas descartaveis
Sim 10 4 40,00 0,64 0.17-2.34 0,5373
Nao 226 115 50,88
Reutilizagao luvas
obstétricas
Sim 161 87 54,03 1,58 0,90-2,74 0,1243
Nio 75 32 42,66
Uso ocitocina
Sim 5 5 100 11,29 0,61-206,6 0,0599
Nio 231 114 49,35
Transfusdo sangue
Sim 83 53 63,85 2,32 1.34-4.038 0,0027
Nao 153 66 43,13
Comércio animais
Sim 104 57 54,80 1,36 0.81-2.294 10,2410
Nao 132 62 46,96
Assisténcia veterinaria
Sim 140 84 60,00 2,61 1.53-4.468 0,0005
Nao 96 35 36,84
Manejo reprodutivo
Monta natural 51 30 58,82 2,27 1.117 -4.639** 0,0319
IA 102 57 55,88
Monta natural + IA 83 32 38,55

*OddsRatio; **OR realizado para a maior diferenca entre as proporgoes; IA: inseminagio
artificial; p <0,05 demonstra diferenga significativa.

Para a varidvel assisténcia veterinaria, observou-se que nas propriedades que
possuem o auxilio técnico, os animais apresentaram um risco 2,32 vezes maior de terem
a infec¢do (p=0,0005). Sabe-se que o principal mecanismo de transmissao da LEB ¢
pela via horizontal, por transmissao iatrogénica, através de procedimentos que permitam
a transferéncia de sangue contaminado entre os animais (FLORES, 2007; DIMMOCK
et al., 1991). Atividades praticas como: utilizagdo de seringas hipodérmicas, luvas de

palpagdo retal, administragdo de medicamentos, uso de material cirargico e aplicagdo de
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vacinas, s3o procedimentos de responsabilidade técnica do médico veterinario, e por
isso, o cuidado com esse material ¢ fator imprescindivel na profilaxia da doenga. Assim
como no presente estudo, Pinheiro-Junior et al. (2013), também identificaram
associacao significativa (p<0,000) da varidvel assisténcia técnica com a ocorréncia da
leucose em rebanhos bovinos no estado de Alagoas. Segundo os autores, a interferéncia
do médico veterinario sem os devidos cuidados higi€nico sanitarios pode ser um fator
que esteja contribuindo para a disseminac¢ao da infec¢ao nos rebanhos avaliados.

A associacdo da LEB com a varidvel moscas hematofagas nao foi possivel ser
estatisticamente avaliada, isso porque em todos os rebanhos avaliados foi relatado pelos
produtores a presenga desses insetos. E evidente a contribuigio dos mesmos na
transmissdo da doenca. A participagdao de insetos hematdfagos, especificamente os
tabanideos ¢ relevante na disseminagdo do VLB, especialmente em regides com altas
infestacdes, maior proximidade entre animais e altas temperaturas, por possibilitar
maior proliferagdo do vetor (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001). Segundo
Leuzzi Junior et al. (2001), em decorréncia da alternancia alimentar em diferentes
hospedeiros acredita-se que estes insetos desempenhem  papel importante na

propagac¢do da doenga.

Conclusao

Considerando a deteccdo de 20% de focos da PTB, identificados pela primeira
vez na regido estudada, e o elevado niumero de rebanhos com LEB (85%), nota-se a
importancia da implementagdo de medidas higiénico-sanitérias especificas incorporando
os elementos de vigilancia com base nos riscos identificados no estudo. Além disso, a
orientagdo aos produtores sobre os prejuizos econdmicos que tais doencas podem
causar, deve ser utilizada como incentivo para a promoc¢do de uma mudanga de
comportamento para melhoria na implementacdo de medidas eficazes de controle nos

rebanhos.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Devido a importancia da Tuberculose, Paratuberculose e Leucose
Enzodtica Bovina no cenario econdmico e de saude publica, os resultados
apresentados nessa Tese colaboram com a Defesa Agropecuaria do Brasil,
pois informa a situagdo epidemioldgica dessas doengas que causam tantos
prejuizos a produgao de bovinos de leite. Além disso, demonstra aspectos
relevantes no tocante aos métodos de diagndstico empregados no controle da
Tuberculose e possiveis interferéncias no exame de tuberculinizagdo causada
pela infeccao concomitante de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
Foram também identificados os principais fatores de risco associados a
Paratuberculose e Leucose Enzodtica Bovina nos rebanhos leiteiros da regiao
oeste de Minas Gerais.

Desde a implantagdo do Programa Nacional de Controle e Erradicagao
da Brucelose e Tuberculose (PNCBET) em 2001, nota-se que em Minas
Gerais, avangos no controle da tuberculose bovina ocorreram, sendo esses
identificados tanto pela diminuicdo do nivel de prevaléncia em rebanhos e
animais, quanto pelo crescente numero de propriedades que realizaram a
certificacao de rebanho livre para a doenga. Porém, ainda ha muito que se
fazer. A situacado da tuberculose bovina é bastante heterogénea no pais, e a
erradicagcdao depende da maior rotina de exames de tuberculinizacdo e
eutanasia imediata de animais reagentes. Para que isso ocorra, acredita-se
que seja fundamental a melhor interacdo entre equipes de Defesa
Agropecuaria, Inspecao Sanitaria, médicos veterinarios e produtores rurais.
Nota-se também a necessidade do trabalho em conjunto para busca de uma
possivel indenizacdo aos produtores que concordam com o sacrificio de
animais reagentes positivos. Muitas vezes o produtor rural fica isolado e sem
informacdes sobre como proceder e o médico veterinario como “traidor” do
produtor rural. Além disso, o controle por meio da solicitagdo de exames de
animais que vao para abate e a real obrigatoriedade de exames para os
animais procedentes de rebanhos que comercializam leite, poderia contribuir

muito no controle da doenca.
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A utiizacdo de exames complementares ao diagnostico de
tuberculinizacdo € fundamental para o alcance de uma informacédo eficaz e
completa. O diagndstico soroldgico surge como ferramenta importante para
auxiliar na identificagdo de animais infectados, porém que nao reagem quando
avaliados no diagnéstico alérgico cutaneo. A baixa associagdo entre os bovinos
positivos no ELISA de tuberculose e os resultados obtidos nos exames de
necropsia, histolégico e microbioldgico, sugere que ele precisa ser melhorado.
A identificacdo de antigenos adaptados a realidade local e as condigbes
naturais de infecgcdo precisam ser melhores investigadas.

Diante a posicdo de destaque do estado de Minas Gerais na produgao
leiteira do pais e dos prejuizos econdmicos que a Leucose Enzodtica Bovina
provoca nos rebanhos, faz se necessaria maior atencao por parte dos médicos
veterinarios, produtores e autoridades oficiais, no controle da doenga. Caso
nao haja mudangas no manejo dos rebanhos, com a implantagdo de medidas
higiénico-sanitarias especificas, acredita-se que a situagao da doenga ira cada
vez mais piorar. E necessario um trabalho de conscientizagdo tanto dos
produtores quanto dos médicos veterinarios, para os principais fatores
relacionados a disseminacido da doenga nos rebanhos.

A falta de um programa oficial de controle da Paratuberculose bovina
pode estar contribuindo para a disseminacdo da doenca no Brasil. E crescente
o numero de estudos que demonstram a ocorréncia da doenga no rebanho
bovino do pais e, ainda, seus possiveis impactos na saude publica. Pode ser
que o diagnoéstico da doenga esteja sendo negligenciado. A néo
obrigatoriedade de exames de diagndstico para transito e comercializagao de
animais e o desconhecimento da doenca por parte de muitos proprietarios e
meédicos veterinarios, faz com que a doenga seja sub-diagnosticada e sub-
notificada. Ainda que haja suspeita da doenga, o médico veterinario agora
estara diante de dois desafios: a falta de uma rede de laboratérios habilitados
que realizem o diagndstico da doenga e um sistema deficiente de transporte de
amostras. Tais desafios foram vivenciados neste estudo, buscou-se varios
laboratorios que realizassem o exame microbiolégico do MAP e, quando isso
foi possivel, a empresa de transporte em greve prejudicou muito a qualidade do

material que havia sido enviado para analise.
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Passamos por crise econbmica no Brasil, e para realizacdo desta
pesquisa foi fundamental a parceria estabelecida com outras Instituicbes de
ensino e pesquisa, como Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), Instituto Biolégico e MAPA-LANAGRO/Pedro Leopoldo. Parte dessa
pesquisa, que seria realizada em colaboragcdo com o Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) da Argentina, so foi possivel de ser concluida
a poucos dias da entrega do trabalho final, por isso mesmo, infelizmente nao foi
possivel incluir os resultados de genotipagem de M. bovis. Para que
pudéssemos obter a liberagcdo de transporte de amostras bioldgicas para a
Argentina, uma série de documentos nos foram exigidos, tanto por parte do
governo brasileiro, quanto do pais importador. Apds meses reunindo tais
documentos, e estes terem sido aprovados, fizemos o envio das amostras por
empresa de transporte de encomendas. Sem explicagdes claras, as amostras
ficaram retidas por trés meses na alfandega, até que foram devolvidas para o
Brasil. Nao desistimos, mais uma vez nos reunimos com fiscais do MAPA,
atualizamos a documentacéo e enviamos novamente. Foram mais cinco meses
de retencdo das amostras na alfandega, até a liberacdo. Sabemos da
importancia e cuidados necessarios para entrada e saida de material biolégico
de um pais, por isso mesmo todos os cuidados e documentacdo solicitados
foram atendidos. Necessitamos urgentemente de mais apoio e atengéo para a

pesquisa cientifica, além de informacgdes em situagdes como esta.



