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RESUMO

A tuberculose (TB), paratuberculose (PTB) e leucose enzoótica bovina (LEB)
são doenças que acometem o rebanho leiteiro e geram diversos prejuízos na
produção. No segundo capítulo 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, e no exame macroscópico das
carcaças três apresentaram lesões sugestivas de TB, e em apenas dois houve
confirmação da doença pelos métodos histológico, microbiológico/PCR. A baixa
associação do ELISA M. bovis com os resultados obtidos nos exames
macroscópico, histológico e isolamento apontam para a fragilidade do
desempenho do ELISA em condições in situ. No terceiro capítulo pesquisou-se
a intercorrência da PTB em bovinos reagentes no TCC de TB. 334 bovinos
foram avaliados pelo TCC, ELISA de TB e PTB. Fragmentos de vísceras dos
positivos no TCC foram colhidos e avaliados na qPRC M. bovis e PCR PTB. 16
bovinos foram reagentes no TCC. Nesses, não foram identificadas lesões
macro ou microscópicas sugestivas de TB, e também não foi detectado a
presença do DNA de M. bovis na qPCR. Em 9 animais identificou-se o DNA de
M. avium subsp. paratuberculosis (MAP) e em 12 carcaças foram visualizadas
lesões características de PTB. Em outros nove animais do rebanho detectou-se
anticorpos anti-MAP, e em dezessete anti-M. bovis. A infecção por MAP pode
ter causado reações inespecíficas na tuberculinização. No quarto capítulo da
Tese, avaliou-se a situação epidemiológica da PTB e LEB em rebanhos
leiteiros no município de Lagoa Formosa – MG. Foram selecionados 40
rebanhos, e colhidas 236 amostras, as quais foram submetidas aos exames de
ELISA PTB e imunodifusão em gel de Agar (IDGA) para LEB. A prevalência da
PTB no município foi de 20% (IC 95%: 7,60% – 32,39%) em rebanhos e 6%
para animais (IC 95%: 2,98% – 9,02%) já para LEB a prevalência foi de 85%
(IC 95%: 82.16% - 87.84%) para rebanhos e 50,42% (IC 95%: 49,51% –
51,32%) para animais. A presença da PTB foi associada aos fatores: idade (OR
= 0,088),    manejo de criação de bezerros após o nascimento (OR = 41,45) e
contato dos bezerros com fezes dos animais adultos (OR = 5,008). A LEB foi
associada com a prática de transfusão sanguínea (OR = 2,32) assistência
médico veterinária (OR = 2,61) e monta natural (OR = 2,27). Diante a
ocorrência de casos de PTB e LEB nos rebanhos estudados, sugere-se maior
atenção dos produtores e veterinários na adoção de medidas sanitárias para
evitar essas doenças, incorporando elementos de vigilância com base nos
riscos identificados no estudo.

Palavras-chave: Mycobacterium bovis; Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis; vírus 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% CI: 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 INTRODUÇÃO

A tuberculose (TB), paratuberculose (PTB) e leucose enzoótica bovina

(LEB) são doenças infectocontagiosas crônicas que acometem os bovinos e

afetam diretamente os índices de produtividade do rebanho leiteiro (POLLOCK

et al., 2006; SUN et al., 2015). As perdas econômicas geradas por essas

enfermidades estão relacionadas principalmente à queda na capacidade

produtiva, descarte de animais doentes, condenação de carcaça ao abate e

embargos às exportações da carne bovina para o mercado internacional

(DIGIACOMO, 1992; SKUCE et al., 2012; GARCIA; SHALLOO, 2015).

A TB tem como agente etiológico Mycobacterium bovis (M. bovis) um

membro do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), capaz de causar

infecção em diferentes espécies, incluindo o homem (CORNER; GORMLEY,

2012). A doença se caracteriza pelo desenvolvimento de lesões do tipo

granulomatosa e de aspecto nodular (DOMINGO et al., 2014). Estudos

realizados recentemente identificaram que o rebanho bovino no Brasil possui

prevalência de tuberculose que varia entre 0,36% no Distrito Federal (RIBEIRO

et al., 2016) a 9% no estado de São Paulo  (DIAS et al., 2016). No estado de

Minas Gerais foi observado prevalência de 4,25% (BELCHIOR et al., 2016).

O diagnóstico da TB preconizado pelo Programa Nacional de Controle e

Erradicação da Brucelose e Tuberculose (PNCEBT) é o teste de

tuberculinização intradérmica (BRASIL, 2006). A principal desvantagem do

teste é a falta de especificidade. Estudos mostram que M. bovis possui grande

similaridade antigênica com Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

(MAP), e isso faz com que os testes de tuberculinização intradérmica para

tuberculose possam sofrer interferência da infecção por MAP (SEVA et al.,

2014), bem como a influência da infecção por tuberculose nos testes de ELISA

para detecção de anticorpos anti- MAP (MARASSI et al., 2005). Outra

desvantagem do teste intradermico é a falha para detectar animais em estado

de anergia (VARELLO et al., 2008), que ocorre em animais com evidência de

infecção por M. bovis e que não demonstram aumento de volume no local de

inoculação da tuberculina (SLEDGE  et  al.,  2009).
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Considerando a relação inversa entre a resposta imune mediada por

células e humoral contra M. bovis, os anticorpos são geralmente desenvolvidos

em estágios mais avançados e estão relacionados com o progresso da doença

(POLLOCK; NEILL, 2002). Embora as análises sorológicas não sejam a

primeira escolha no diagnóstico da TB, muitos pesquisadores descrevem o

objetivo estratégico desse uso (LILENBAUM; FONSECA, 2006; WATERS et

al., 2011), que é baseado na identificação de animais anérgicos (McNAIR et al.,

2001) e no aumento dos anticorpos nas etapas mais avançadas da doença

(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 gênero M. avium

possui 4 subespécies: M. avium subsp. avium, M. avium subsp. silvaticum, M.

avium subsp. hominissuis e M. avium subsp. paratuberculosis (MAP) agente

etiológico da paratuberculose bovina (WHITTINGTON et al., 2011; BIET;

BOSCHIROLI, 2014). Os sinais clínicos da PTB se desenvolvem na minoria

dos animais infectados (WHITLOCK, 2009), e são caracterizados por diarréia

crônica e intermitente, que leva o animal a perda progressiva de peso e

ocasionalmente a morte (YAMASAKI et al., 2010).

A maioria das infecções na PTB se dá através da via fecal-oral

(FECTEAU, 2017), mas também pode ocorrer pela ingestão de colostro e leite

(NIELSEN; BJERRE; TOFT, 2008). Diversos relatos foram realizados em

território nacional, onde foram observadas prevalências de 39,8% no Rio

Grande do Sul (GOMES et al., 2002); 60,24% em Goiás (ACYPRESTE et al.,

2005); 32,3% em Pernambuco (MOTA et al., 2007); 40% no Rio de Janeiro

(YAMASAKI et al., 2010); 11,4% no Espírito Santo (COSTA et al., 2010); 34,5%

na Paraíba (VILAR et al., 2015) e 37,9% em São Paulo (FONSECA et al.,

2000).

O exame considerado padrão-ouro para o diagnóstico da PTB é o

isolamento do agente nas fezes, tecidos ou leite. Para a detecção dos bacilos

álcool ácido-resistentes (BAAR) pode-se utilizar métodos de coloração de

Ziehl-Neelsen, sendo possível a observação do microrganismo em amostras de

fezes ou tecidos (MANNING; COLLINS, 2001). Devido ao crescimento

fastidioso de MAP, aliado à baixa sensibilidade da cultura bacteriológica, testes
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sorológicos como o teste de fixação de complemento (FC), a Imunodifusão em

Gel de Agarose (IDGA) e o ELISA foram desenvolvidos para complementar o

diagnóstico padrão (FERREIRA et al., 2002).

A LEB é causada por um RNA vírus denominado Vírus da Leucose

Bovina (VLB), pertencente à família Retroviridae, gênero Deltaretrovirus. É a

enfermidade neoplásica mais comum em bovinos de leite, caracterizada pela

proliferação crônica de linfócitos em bovinos adultos (DOMENECH et al., 2000;

RADOSTITS et al., 2002). A LEB possui dois tipos de manifestações: a

linfocitose persistente, em que se observa o aumento do número de linfócitos

circulantes, e a forma multicêntrica de linfossarcoma (DOMENECH et al.,

2000).

A transmissão do VLB pode ocorrer pelas vias vertical ou horizontal. Em

comparação com a transmissão vertical, a horizontal é responsável pela

maioria das infecções, sendo que a forma iatrogênica, que ocorre por meio de

práticas como a reutilização de materiais contaminados, parece ser o principal

meio de disseminação do vírus (CAMARGOS; REIS; LEITE, 2004; FLORES,

2007). Estudos sorológicos realizados no Brasil identificaram prevalência de

80,89% em Minas Gerais (AMBRÓSIO, 2015); 27,9% no Espírito Santo

(STARLING et al., 2013); 9,7% no Acre; 23% em Rondônia (ABREU et al.,

1990); 26% no Pará (MOLNÁR 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 Paraná (BARROS-FILHO et al.,

2010) e 9,2% no Rio Grande do Sul (MORAES, 1996).

O diagnóstico da infecção pelo VLB é obtido por técnicas sorológicas,

isolamento viral e/ou detecção de antígenos virais, enquanto que o diagnóstico

da linfocitose persistente e linfossarcomas são realizados por meio de exames

hematológicos e clínico-patológicos, respectivamente (RADOSTITS et al.,

2002; BARROS, 2007). O teste de Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA) é o

método que se baseia na detecção de anticorpos contra proteínas e

glicoproteínas presentes no soro. Devido ao seu baixo custo, praticidade,

especificidade (91%) e sensibilidade (95%), essa técnica tem sido amplamente

utilizada pela maioria dos países como teste oficial para certificação e controle

de trânsito internacional de bovinos (RADOSTITS et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Abordar os aspectos epidemiológicos e de diagnóstico da Tuberculose,
Paratuberculose e Leucose Enzoótica Bovina em rebanhos leiteiros da região
do Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba – MG.

2.2 Objetivos específicos

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

- Calculae a prevalência da Tuberculose, Paratuberculose e Leucose Enzoótica
Bovina em rebanhos bovinos da região do Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba –
MG.

- Identificar por meio do teste sorológico ELISA para Tuberculose a ocorrência
de bovinos anérgicos à tuberculinização;

- Investigar nos animais reagentes ao ELISA para tuberculose a presença de
lesões macro e microscópicas sugestivas de tuberculose, por meio da inspeção
sanitária das carcaças e diagnósticos histopatológico e microbiológico;

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

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

- Identificar os fatores de risco associados à ocorrência da Paratuberculose e
Leucose Enzoótica Bovina em rebanhos leiteiros.
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3 REVISÃO DE LITERATURA

3.1 Caracterização do gênero Mycobacterium

As micobactérias pertencem à família Mycobacteriaceae, são

constituídas de dois gêneros, Amycolicicoccus e Mycobacterium, sendo este

último de maior importância clínica (WANG et al. 2010). O gênero

Mycobacterium pertence à classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales, é

composto por oito espécies que causam a tuberculose, tanto nos animais

quanto nos humanos. Os membros cultiváveis podem ser distinguidos em dois

grupos: o complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) e as chamadas

micobactérias atípicas ou não tuberculosas pertencentes ao complexo

Mycobacterium avium-intrecellulare (MAC) (BIET; BOSCHIROLI, 2014).

O Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) é composto pelas

espécies M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum (ainda não isolado no Brasil),

M. cannetti (não patogênico para o homem), M. caprae, M. pinnipedii (isolada

em focas e leões marinhos), M. mungi e M. microti (patogênico apenas para a

ratazana Microtis agresti) (CORNER; GORMLEY, 2012). As espécies que

compõem o CMT possuem estreita relação genética, mas apresentam

diferentes propriedades fenotípicas e preferências de hospedeiro, além de

variar com relação à área geográfica, à patogenicidade e à resistência a

antimicrobianos terapêuticos, o que traz diversas implicações nos âmbitos da

saúde pública e defesa sanitária animal (AHMAD; BAYRAKTAR et al., 2011).

Além do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), o gênero

Mycobacterium compreende o Complexo Mycobacterium avium (MAC),

formado por cepas não tuberculosas, as quais fazem parte duas espécies,

Mycobacterium avium e Mycobacterium intracellulare. Baseado em dados

genotípicos, fenotípicos e testes bioquímicos 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) é o agente

causador da paratuberculose, M. avium subsp. avium causa a tuberculose

aviária, podendo causar doença 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

infecções 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 é 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, suínos, equinos, cães, gatos, búfalos, raposas e ruminantes selvagens,

(RIVERA; GIMÉNEZ, 2010). M. bovis pode ainda ser transmitido dos bovinos

para os humanos, principalmente por meio do consumo de leite não

pasteurizado e por aerossóis, quando no contato próximo dos animais

infectados com médicos veterinários, ordenhadores, produtores rurais e

trabalhadores de matadouros frigoríficos (MICHEL et al., 2010;  TORRES-

GONZALEZ  et al.,  2013).

M. bovis são cocobacilos medindo de 0,3 a 0,6μm de largura por 1 a

4μm de comprimento, microaerófilos, não flagelados, não esporulados, não

capsulados e nem formadores de toxina. Essas micobactérias são bacilos

álcool-ácido resistentes (BAAR), isto é, quando corados pela técnica de Ziehl-

Neelsen (ZN) com fucsina a quente, são capazes de resistir à descoloração

com álcool-ácido (CORNER, 1994). O elevado conteúdo lipídico da parede

celular de M. bovis, que pode atingir até 40% do peso seco das células, é

responsável por importantes efeitos biológicos no hospedeiro, como a indução

na formação do granuloma, capacidade de sobrevivência dentro da célula do

hospedeiro e antigenicidade (POLLOCK; NEILL, 2002).

O agente é hospedeiro-dependente, porém, pode sobreviver por longos

períodos no ambiente sob condições favoráveis (BARRERA, 2007; JORGE,

2001). Em estábulos, ao abrigo da luz, M. bovis pode sobreviver por vários

meses, nas pastagens pode chegar até dois anos, até um ano na água e por

até 10 meses em produtos de origem animal contaminados. Infecta os animais

independentemente da estação do ano, clima, sexo e região, e quanto mais

tempo de vida tiver o animal, maior a probabilidade de contágio (CORRÊA;

CORRÊA, 1992). São destruídos pela pasteurização do leite e por agentes
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desinfetantes como álcool, hipoclorito de sódio, fenol e formol, mas são

sensíveis à ação de agentes físicos, como a radiação ultravioleta e o calor

(CASTRO et al., 2009; POLLOCK; NEILL, 2002).

M. bovis e M. tuberculosis são as espécies mais fortemente relacionadas

geneticamente, com homologia de 99,95%, demonstrando colinearidade e

nenhuma evidência de grandes translocações, duplicações ou inversões

(GARNIER et al., 2003). As principais diferenças entre elas correspondem às

deleções ocorridas no genoma de M. bovis e a polimorfismos nucleotídicos

únicos em genes que codificam proteínas secretadas e de parede celular

(ABALOS; RETAMAL, 2004).

3.3 Epidemiologia e controle da tuberculose bovina

A tuberculose bovina possui distribuição mundial, com maior prevalência

em países em desenvolvimento, onde o conhecimento da epidemiologia da

doença e as ações concretas para o seu controle são limitados (REVIRIEGO

GORDEJO; VERMEERSCH, 2006).

De acordo com a lista da World Animal Health da OIE referente ao 2°

semestre de 2016, sobre a situação epidemiológica da tuberculose no mundo

(Figura 1), o Brasil é um dos países que atualmente apresentam a infecção em

animais domésticos com manifestações clínicas, assim como Afeganistão,

Arábia Saudita, Bolívia, Chile, Colômbia, Costa Rica, Grécia, Guatemala, Irã,

Kuwait, Nova Zelândia, África do Sul, Uruguai, Venezuela entre outros (WAHIS,

2016). Austrália, Azerbaijão, República Checa, Dinamarca, Estônia, Finlândia,

Israel, Líbano, Lituânia e Suécia são alguns dos países que não relatam casos

da doença há no mínimo seis anos. Espanha, Sérvia e Montenegro, Polônia,

Irlanda e Fiji são alguns dos países que apresentam infecção pelo agente sem

manifestação clínica; Hungria, Argentina, Bulgária, Estados Unidos, França,

Itália, México, Paquistão, Portugal, Siri Lanka e Ucrânia a doença foi notificada,

mas está limitada a certas regiões desses países. Alguns países como a

Espanha, Grécia, Inglaterra, Itália, Irlanda, Portugal, Nova Zelândia, Canadá e

EUA não conseguem erradicar dos seus rebanhos a infecção por M. bovis,

apesar de possuírem eficientes sistemas de detecção de focos e programas de

erradicação.  Isto se deve, principalmente, à presença do agente em animais
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de vida selvagem como gambás, 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 distribuição mundial da tuberculose bovina no segundo
semestre de 2016, para espécies domésticas e selvagens, reportadas à OIE.
Fonte: World Animal Health Information Database (WAHIS Interface) OIE.

No Brasil, dados de notificações oficiais da TB referente ao período de

1989 a 1998 indicaram prevalência média nacional de 1,3% de animais

infectados (BRASIL, 2006). Em 1999 a prevalência 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 último

levantamento oficial realizado em 2013, a prevalência estimada foi de 4,25%

por rebanho e 0,56% em animais. Este resultado mostra que as ações

propostas pelo PNCEBT em Minas Gerais, como a obrigatoriedade de exames

para reprodutores em trânsito interestadual e na participação em feiras e

exposições, além da certificação voluntária de propriedades livres e

monitoradas, não permitiram grandes avanços no controle da doença

(BARBIERI et al., 2016).

Ainda que a epidemiologia da tuberculose bovina seja bem entendida, e

estratégias para um controle efetivo e eliminação da enfermidade sejam

conhecidos há algum tempo, a doença ainda encontra-se amplamente
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distribuída. Os últimos levantamentos oficiais, realizados no rebanho bovino

envolvendo amostras planejadas, realizados por meio de métodos de

diagnóstico preconizados pelo PNCEBT, demonstram que a doença encontra-

se presente em vários estados do país, com diferentes prevalências

(VENDRAME et al., 2016; LIMA et al 2016; BAHIENSE et al., 2016; GUEDES

et al., 2016; NÉSPOLI 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 criação, intensiva ou extensiva e a raça dos

animais destacam-se como os principais fatores de risco para o aumento da

prevalência e da suscetibilidade dos bovinos ao M. bovis (AMENI et al., 2006;

AMENI et al., 2007). Há indicações de que bovinos Bos indicus (Zebu) sejam

mais resistentes à infecção do que Bos taurus (europeu) (FIRDESSA et al.,

2012). A introdução e a manutenção da tuberculose em um rebanho são

fortemente influenciadas pelas características da unidade de criação, dentre as

quais se destacam os tipos de exploração, o tamanho do rebanho, a densidade

populacional e as práticas zootécnicas e sanitárias. Observa-se que a doença é

mais freqüente em rebanhos leiteiros do que em rebanhos de corte. Contudo,

quando bovinos de corte são mantidos em confinamento ou submetidos a

condições naturais de aglomeração, ficam sujeitos às mesmas condições de

risco (BRASIL, 2006).

Apesar de infectar grande variedade de espécies animais, M. bovis tem

como principal reservatório os bovinos (OLIVEIRA et al., 2008;  CASTRO  et

al.,  2009), sendo  considerado  o hospedeiro  primário  (SABEDOT  et  al.,

2009), além dos bubalinos (FIGUEIREDO, 2010). Os bovinos são susceptíveis

à infecção e a doença pulmonar tuberculosa (OLIVEIRA et al., 2008). Equinos,

suínos, gatos e primatas não humanos são também susceptíveis para o

desenvolvimento da doença. Ovinos, caprinos e cães são relativamente

resistentes a infecções por M. bovis (HEADLEY, 2002).

Várias espécies da fauna silvestre estão relacionadas à manutenção e

transmissão de M. bovis em todo o mundo, sendo responsáveis pela

reintrodução da doença em explorações livres de tuberculose (DUARTE et al.,

2007). Dentre os vários animais infectados por M. bovis no mundo são

considerados os principais reservatórios silvestres: texugos, gambás e os
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cervos (ABRAHÃO, 1999). Esses reservatórios podem dispersar o bacilo

tuberculoso por uma variedade de vias como secreções respiratórias, urina ou

fezes, sendo que a via de transmissão principal dependerá do tipo de interação

entre as populações de diferentes espécies (THOEN et al., 2006).

A via de transmissão mais comum e mais importante de M. bovis é a

aerógena (O’REILLY; DABORN, 1995), quando o animal inala aerossóis

contaminados com o bacilo eliminado por outro animal infectado, o que

corresponde a aproximadamente 90% das infecções (NEILL et al., 1994),

porém a transmissão depende da geração de aerossóis, da quantidade de

bacilos excretados e densidade do rebanho (POLLOCK  et  al.,  2006).  Além

da eliminação por aerossóis, o animal pode disseminar o agente por descarga

nasal, leite, fezes, urina, secreções vaginais e uterinas, e pelo sêmen

(POLLOCK; NEILL, 2002), apesar da transmissão congênita e por contato com

órgãos genitais ocorrer, elas são raras (NEILL et al., 1994). O trato digestivo

também é porta de entrada da infecção, principalmente em bezerros

alimentados com leite proveniente de vacas com mastite tuberculosa e em

animais que ingerem água ou forragens contaminadas (OLIVEIRA et al., 2008).

O curso da infecção é crônico e a evidência clínica da tuberculose

raramente é encontrada, mesmo em casos avançados, quando muitos órgãos

podem estar envolvidos.  Quando presentes, os sinais clínicos variam.  Os

linfonodos apresentam-se aumentados de volume, podendo obstruir as vias

aéreas, o trato digestivo ou vasos sanguíneos. O envolvimento do trato

digestivo algumas vezes se manifesta por diarréia intermitente intercalada por

períodos de constipação. Magreza extrema e desconforto respiratório podem

ocorrer durante a fase final da doença. Diminuição na produção de leite e

dificuldades em se ganhar peso também são relatados (ROXO, 1997).

Informações sobre a ocorrência da enfermidade em humanos a partir do

M. bovis, tanto em países desenvolvidos como em países em desenvolvimento,

são escassas (RUGGIERO, 2004). Estudos realizados a partir de revisões da

ocorrência de tuberculose zoonótica publicados entre 1954 e 1970 estimaram

que a proporção de casos humanos por M. bovis eram responsáveis por 3,1%

de todas as formas de tuberculose: 2,1% das formas pulmonares e 9,4% das

extrapulmonares (COSIVI et al, 1998). Nos países desenvolvidos, atualmente a

TB corresponde à aproximadamente 1 a 2% dos casos em humanos (HLAVSA
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et al., 2008; MUELLER et al., 2013). Nos países em desenvolvimento,

particularmente em regiões mais pobres da África, a TB ainda apresenta alta

prevalência e a pasteurização do leite ou as atividades de vigilância sanitária

ao abate não são extensivamente praticadas.  Nestas regiões, a situação

epidemiológica da infecção é semelhante à encontrada no início 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  proporções

ainda  maiores, como 40% em dados anuais (BOBADILLA-DEL VALLE et al.,

2015).

O controle da TB é baseado no diagnóstico adequado e eliminação dos

animais positivos, junto com a prevenção da disseminação da doença para

rebanhos sadios (MORRISON et al., 2000). A estratégia do PNCEBT criado em

2001, consiste em um conjunto de medidas sanitárias compulsórias,

associadas às ações de adesão voluntária, que dizem respeito à certificação de

propriedades livres e de propriedades monitoradas. O objetivo do programa é

diminuir o impacto negativo dessas zoonoses na saúde dos seres humanos e

animais, além de permitir uma melhora na concorrência da pecuária brasileira,

de modo a atender às exigências sanitárias dos países importadores (BRASIL,

2006).

3.4 Métodos de diagnóstico da tuberculose bovina

O diagnóstico da TB pode ser realizado por meio de métodos diretos e

indiretos. Nos diretos há a detecção e identificação do agente no material

biológico, nessa categoria encontram-se as técnicas de histopatologia, com

colorações de Ziehl Neelsen, bacteriologia e métodos moleculares. Nos

métodos indiretos é pesquisada uma resposta imunológica do hospedeiro ao

agente etiológico, que pode ser humoral (produção de anticorpos circulantes)

ou celular (medida por linfócitos e macrófagos) (SCHILLER et al., 2010). A

reação tuberculínica, o exame histopatológico com coloração de Hematoxilina-

Eosina e os testes sorológicos são os representantes dessa categoria

(PACHECO et al., 2009).

Pode-se afirmar que existem metodologias adequadas ao

desenvolvimento de programas de controle e erradicação da tuberculose



27

bovina, entretanto, não existe um método de diagnóstico que tenha eficácia

absoluta (MASCARENHAS, 2017). A implantação de um programa sanitário de

TB prevê a avaliação de um grande número de animais, especialmente em um

país com um rebanho grande como é o caso de Brasil. Por isso, na rotina de

diagnóstico os testes indiretos desempenham papel fundamental, pela maior

praticidade, sendo então o recurso escolhido pelo PNCEBT (BRASIL, 2006).

O método de diagnóstico in vivo preconizado para bovinos e prescrito

para o comércio internacional é o teste de tuberculinização, que consiste em

provas cutâneas indiretas realizadas pela inoculação intradérmica do PPD

(Derivado Proteico Purificado), um extrato de antígeno de M. bovis. O exame

intradérmico possui três modalidades: teste da prega caudal (TPC), teste

cervical simples (TCS) e teste cervical comparativo (TCC). O teste da prega

caudal e cervical simples são empregados como testes de triagem em pecuária

de corte e leite, respectivamente. O teste cervical comparativo é utilizado como

teste confirmatório, devido a maior especificidade em relação aos testes

simples. O TCC é considerado como tendo aproximadamente 85% de

sensibilidade e 98% de especificidade (REBHUN, 2000).

Devido à similaridade antigênica de M. bovis com outras micobactérias,

tais como M. avium, das quais os animais são frequentemente expostos,

recomenda-se a utilização dos testes intradérmicos comparativos, nas quais a

reação ao PPD preparado com ambas as micobactérias (M. bovis e M. avium),

são comparados. No entanto, os testes comparativos não eliminam todas as

reações inespecíficas (COLLINS et al., 1994).

A reação alérgica à tuberculina é uma reação de hipersensibilidade

retardada tipo IV mediada por resposta celular e com baixa produção de

anticorpos.  Essa resposta é desencadeada pela ativação dos macrófagos por

interferon gama (IFN γ), interleucina-2 (IL-2) e citocinas liberadas por linfócitos

T auxiliares (Th1), aproximadamente dez dias após o início da infecção, e se

manifesta macroscopicamente na forma de edema e endurecimento

progressivo no local da aplicação da tuberculina, que atinge seu máximo após

72 horas. A intensidade da reação cutânea pode ser mensurada pelo tamanho

do edema e do endurecimento da pele (BRASIL, 2006).

Variações inerentes ao teste, tais como dose, conservação e o próprio

PPD utilizado, somadas às possíveis variações na execução, leitura e
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interpretação 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 gestação ou pós-

parto, com desnutrição, imunossupressão causada pelo uso inadequado de

drogas e devido ao fenômeno da anergia (RIVERA et al.,  2009;  ÁLVAREZ  et

al.,  2012).

Para o exame post mortem, estudos bacteriológicos e histopatológicos

das lesões macroscópicas permitem controlar o diagnóstico realizado em

campo e avaliar a eficácia das provas tuberculínicas (OMS, 1995). A lesão

característica da TB é o granuloma composto por coleção de células

epitelioides circundadas por uma orla de fibroblastos com linfócitos

entremeados, conhecido como tubérculo. Frequentemente o centro do

granuloma está necrosado e calcificado. Semelhante a lesões de muitas outras

doenças infecciosas, o tubérculo é a reação do hospedeiro aos microrganismos

invasores e sua patogênese depende de uma resposta imunológica específica

do hospedeiro (JONES et al., 2000).

Apesar das dificuldades na identificação das lesões, uma vez que alguns

processos inflamatórios granulomatosos possuem características morfológicas

semelhantes às descritas para aquelas advindas da tuberculose (REIS et

al.,1995), o exame anatomopatológico é muito importante para o diagnóstico da

TB. Isto pode ser confirmado com base nos bons resultados alcançados pelos

programas de controle, implantados em regiões com alta prevalência da

doença, onde o exame é capaz de detectar 47% da lesões presuntivas de TB

em bovinos abatidos (CORNER, 1994; LAGE et al., 1998).

O exame histopatológico é uma ferramenta complementar ao exame

post mortem das carcaças, com lesões presuntivas de TB. O método consiste

na análise de fragmentos de lesões, coletadas em carcaças submetidas à

inspeção (CORNER, 1994). O exame pode ser considerado uma técnica direta

quando empregado coloração especial de Ziehl Neelsen para visualização de

micobactérias, ou indireta, com coloração de hematoxilina-eosina no corte

histológico, podendo ser identificado o granuloma (VARELLO et al., 2008). A

morfologia e organização do granuloma da TB é caracterizada pela presença

de uma cápsula conjuntiva; adjacente a ela há presença de infiltrado

inflamatório mononuclear, predominantemente constituídos por macrófagos e
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linfócitos; também são observadas células epitelióides, células gigantes tipo

Langhans delimitando a área de necrose de caseificação que no seu interior

pode conter material amorfo basofílico, resultado da calcificação distrófica

(CASSIDY et al., 1999).

O diagnóstico definitivo da tuberculose é realizado mediante o

isolamento e identificação do agente por métodos bacteriológicos. As técnicas

de isolamento apresentam baixa sensibilidade, devido aos métodos drásticos

de descontaminação 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 viáveis e

longo período 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 padrões bacteriológicos gerais e requerem longo tempo de

incubação, especialmente no isolamento primário (CORNER et al., 2012), que

varia aproximadamente de  24  a  40  dias  para  o  aparecimento  das

primeiras  colônias macroscopicamente  visíveis  (CORNER,  1994;

MARCONDES  et  al.,  2006). Assim, apenas em pequena porcentagem de

animais suspeitos ou positivos para a enfermidade realiza-se o diagnóstico

definitivo (JORGE et al., 2004).

As técnicas moleculares já apresentam aplicação prática dentro dos

programas de controle e erradicação da tuberculose bovina, sendo utilizada de

forma complementar aos procedimentos bacteriológicos. A utilização de uma

metodologia de diagnóstico molecular que permita a detecção rápida de M.

bovis diretamente em amostras biológicas é uma interessante alternativa para

a confirmação de existência da doença, a ser utilizada na vigilância

epidemiológica de animais abatidos em matadouros, principalmente pelo longo

período necessário para a confirmação da presença do agente pelos métodos

bacteriológicos (RORING  et  al.,  2000;  ZANINI  et  al.,  2001).

A PCR é uma técnica que permite identificar a presença de sequências

específicas de DNA micobacteriano, a partir de amostras clínicas ou

micobactéria isolada em meio de cultura. Apresenta as vantagens de ser

sensível e específica, e de reduzir o tempo de diagnóstico quando comparada

aos métodos tradicionais, sendo capaz de detectar poucos bacilos na amostra,
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inclusive os inviáveis (ZANINI et al., 2001). Na PCR em tempo real (qPCR) é

possível acompanhar a  amplificação  do  fragmento  alvo  durante  os  ciclos

da  PCR. Os ciclos de amplificação são realizados com sondas de hibridização

que realçam a especificidade do teste (DORAK, 2006) e tem como vantagem

em relação à PCR convencional, maiores precisão, reprodutibilidade, acurácia

e velocidade das análises, melhor controle de qualidade no processo, menor

risco de contaminação e objetividade na interpretação dos resultados, uma vez

que a reação ocorre em um sistema tubular fechado, não havendo a

necessidade de eletroforese (NOVAIS et al., 2004; RODRIGUEZ - LÁZARO et

al., 2007) e oferece  também maior sensibilidade analítica (KRENKE,  2005).

Considerando a relação inversa entre a resposta imune mediada por

células e humoral contra M. bovis, os anticorpos são geralmente desenvolvidos

em estágios mais avançados da tuberculose e estão relacionados com o

progresso da doença (POLLOCK; NEILL, 2002).

Testes sorológicos baseados na detecção de anticorpos provenientes da

resposta imune humoral contra M. bovis têm sido desenvolvidos (OIE, 2013),

dentre os quais o ELISA tem demonstrado grande potencial, pois permite o

processamento de um grande número de amostras em curto espaço de  tempo,

e a amostragem sanguínea pode ser repetida com a frequência necessária

sem alterar o estado imune do animal. A interpretação é baseada em valores

numéricos e é mais objetiva que a observação da reação de hipersensibilidade

na pele do animal (LILENBAUM  et  al.,  2001).

Entretanto os testes sorológicos apresentam alguns problemas quanto a

sensibilidade e especificidade, que variam em função do estágio de infecção da

doença em que o teste é aplicado, dos antígenos utilizados no ensaio (STRAIN

et al., 2011) e a ocorrência de  reações  cruzadas  com outras espécies de

micobactérias (MORRISON et al., 2000). Assim, o desenvolvimento de um

teste de sorodiagnóstico requer o conhecimento do mecanismo imune humoral

induzido pela infecção com M. bovis em bovinos (POLLOCK  et  al.,  2006) e a

identificação dos principais  antígenos envolvidos  na  estimulação da produção

de anticorpos, pois sabe-se que na tuberculose bovina, múltiplos antígenos são

envolvidos e que o reconhecimento desses varia de animal para animal e em

função do tempo de infecção (LYASHCHENKO et al., 1998).
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Tabela 1. Prevalência da tuberculose bovina em rebanhos do Brasil.

Ano Autores Estado n°
animais

Prevalência
animais (%)

n°
rebanhos

Prevalência
rebanhos (%)

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

2005-2007 SILVA et al., (2016) Paraná 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 NÉSPOLI et al., (2016) Mato Grosso 28.878 0,12 1.133 1,3

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

2011 DIAS et al., (2016) São 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) Espírito Santo 7.699 0,7 637 7,6

2013 BARBIERI et al., (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) Goiás 18.659 0,30 300 3,43
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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 compõem M. avium podem infectar grande variedade

de hospedeiros e possuem elevado grau de semelhança genética. MAP é o

agente responsável pela paratuberculose, doença que pode acometer várias

espécies, principalmente ruminantes, além de monogástricos (suínos e cães) e

primatas (TURENE et al., 2008; GLANEMANN et al., 2008).

MAP são bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR), Gram positivos,

imóveis e aeróbicos. Assim como outras micobactérias, possuem parede

celular espessa, composta principalmente por lipídeos, o que determina sua

propriedade álcool-ácido resistente. Geralmente os bacilos aparecem

agrupados em diversos tecidos e nas fezes e se encontram no interior de

macrófagos e/ou células gigantes de Langhans (COLLINS, 1996). A bactéria é

altamente resistente a situações extremas de frio, calor e pH, o que a torna

capaz de sobreviver por longos períodos no solo, fezes e água (KLANICOVA et

al., 2012). Possui crescimento muito lento, sendo um microrganismo bastante

fastidioso. A formação de colônias visíveis em meio sólido pode requerer mais

de 4 meses de cultivo (TAYLOR, 1957).

A possível ligação entre MAP e a Doença de Crohn em humanos tem

sido objeto de estudos e grandes debates. Embora o MAP não seja

considerado uma zoonose, muitos pesquisadores vêm sugerindo a associação

entre MAP e a Doença de Crohn (CHIODINI et al., 1984). Grant et al., (2002)

avaliaram a viabilidade do MAP, após processamento, utilizando a técnica de

pasteurização “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 pasteurização comercial. Tais resultados

estimulam o debate e a possibilidade do MAP ser ingerido pelo homem através

de lácteos (GOMES, 2002). Caso o MAP seja colocado na lista de agentes

transmitidos por alimentos, as consequências econômicas para a indústria de

alimentos podem ser profundas e de grande alcance, principalmente por não
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haver estudos sobre o potencial impacto econômico (KENNEDY;

BENEDICTUS, 2001).

3.6 Epidemiologia e controle da paratuberculose bovina

A paratuberculose é uma doença contagiosa crônica do trato intestinal

que afeta predominantemente ruminantes domésticos e silvestres (CHIODINI

et  al., 1984), embora existam diversos estudos demonstrando que muitas

espécies animais podem ser infectadas pelo MAP, tanto sob condições naturais

quanto experimentais (DIERCKINS et al., 1990; ZWICK et al., 2002). Criações

leiteiras são as mais afetadas, pois o confinamento oferece condições para a

propagação da infecção 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 doença de Johne (McFADYEN,

1906) e paratuberculose (BANG, 1910). Em pequenos ruminantes, a doença foi

relatada pela primeira vez na Grécia, em 1965 (DIMARELI-MALLI et al., 2013).

Na maioria dos casos, a sua ocorrência está associada à animais importados e,

em alguns países, tem grande importância como Nova Zelândia, Austrália e

Reino Unido (COCITO et al., 1994).

A notificação da paratuberculose à OIE é obrigatória, e de acordo com a

base de dados WAHID (Wordwide Animal Health Information Database), no

segundo semestre de 2016 a doença foi reportada em mais de 50 países,

sendo que no Brasil a doença encontra-se limitada a uma ou mais zonas

(Figura 2). Na América do Sul aponta-se para uma prevalência de 16,9% entre

bovinos, 75,8% em rebanhos bovinos, 16% entre ovinos, 4,3% entre caprinos e

3,7% nos rebanhos caprinos (FERNÁNDEZ-SILVA et al., 2014). Estudos sobre

a prevalência da infecção realizados em diferentes países estimaram a

prevalência em amostras obtidas em matadouros, e identificaram prevalência

de 10% na Inglaterra (KENNEDY; BENEDICTUS, 2001); 10,8% em Winconsin

(ARNOLDI et al., 1983); 9% na Califórnia (ABBAS et al., 1983); 5,5% no

Canadá (McNAB et al., 1991) e 16% na Nova Zelândia (LISLE; MILLESTONE,

1993). Com base em testes sorológicos, estima-se que a prevalência a nível

mundial esteja entre 7% e 55% (TIMMS et al., 2011).
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Levantamentos sorológicos realizados em vários países verificaram

prevalência de 11,79% na China (SUN et al., 2015); 51% na Argentina

(PAOLICCHI  et  al.,  2003); 6,3% na Polônia (SZTEYN; WISZNIEWSKA-

LASZCZYCH, 2011); 3,9% na Eslovênia (KÜSAR et al., 2011); 20% nos

Estados Unidos (WELLS et al., 1999); 2,3% em Portugal (CORREIA-GOMES et

al., 2010); 2% na Áustria (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 Zelândia (BRETT, 1998); 55% na Holanda (MUSKENS

et al., 1999) e 55% no Canadá (NIELSEN; AGGER, 2000).

Figura 2. Mapa de distribuição mundial da paratuberculose bovina no segundo
semestre de 2016, para espécies domésticas e selvagens, reportadas à OIE.
Fonte: World Animal Health Information Database (WAHIS Interface) OIE.

No Brasil, a doença foi relatada pela primeira vez, em 1915, em bovinos

da raça Flamenga importados da Bélgica, no estado do Rio de Janeiro,

(Dupont, 1915). Não há levantamentos oficiais da paratuberculose e os estudos

de prevalência são pontuais e geralmente trabalha-se com pequeno número de

amostras e rebanhos. Verifica-se relatos da doença em ruminantes em pelo

menos 11 estados das 5 regiões do país (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;

SÁ et al., 2013; VILAR et al., 2015) (Tabela 2).
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Tabela 2. Prevalência da paratuberculose bovina em rebanhos do Brasil.

A principal via de transmissão do MAP é a oro-fecal. Os ruminantes

jovens são os mais suscetíveis à infecção, que ocorre principalmente através

da amamentação no úbere contaminado por fezes de animais doentes

(RADOSTITS  et  al.,  2002), embora existam outras meios como a

transmissão vertical (WHITTINGTON; WINDSOR, 2009) e a transmissão pelo

colostro e leite de vacas infectadas (CHIODINI; HERMON-TAYLOR, 1993).

Pastos, água e alimentos contaminados com fezes de bovinos doentes são

também importantes meios de transmissão (CHIODINI et al., 1984). O trato

reprodutivo masculino pode ser contaminado, embora a transmissão sexual

não tenha sido comprovada. O MAP já foi isolado de sêmen fresco e sêmen

comercializado congelado (LARSEN; KOPECKY, 1970).

Alguns fatores podem contribuir para a disseminação da PTB nos

rebanhos, como por exemplo, o contato dos bezerros com as fezes de animais

infectados pelo MAP (DORÉ et al., 2012), a  ausência de piquetes maternidade

(VILAR et al., 2015), o tamanho do rebanho, (SUN et al., 2015), a taxa de

Ano Autores Estado Prevalência
animais (%)

Método
Diagnóstico

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

39,8

11,4

3,6

ELISA absorvido

ELISA não absorvido

IDGA

Cultivo fecal

2005 Acypreste et al. (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, anatomopatológico

e PCR

2009 Costa et al. (2010) ES 11,4 ELISA

2010 Yamasaki et al. (2010) RJ 40 ELISA

2012 Sá et al. (2013) PE 2,7 ELISA

2015 Vilar et al. (2015) PB 10,7 ELISA
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crescimento anual do rebanho (SÁ et al., 2013), o fornecimento de colostro e

leite procedente de vacas doentes (NIELSEN; BJERRE; TOFT, 2008), o

manejo de criação (contato de bezerros com adultos), o transporte, parto,

elevadas cargas parasitárias e o estresse causado pela ordenha (DUFOUR et

al., 2004).

Devido ao longo período de incubação, os animais infectados podem

excretar o microrganismo em suas fezes por 15 a 18 meses, antes de surgirem

os primeiros sinais clínicos da doença (RADOSTITS et  al.,  2002). As

manifestações clínicas da paratuberculose ocorrem em animais a partir de dois

anos; é caracterizada por perda progressiva de peso, apesar dos animais

apresentarem apetite normal ou mesmo exacerbado, desidratação, diarreia

intermitente, profusa e não responsiva a tratamentos (BEHR; COLLINS, 2010).

A paratuberculose bovina subclínica está associada ao aumento dos

sinais inespecíficos como diminuição na produção leiteira, transtornos

reprodutivos e maior incidência de mastites (CORPA et al., 1998). O acúmulo

de células inflamatórias na mucosa e submucosa do intestino, causa a

síndrome da má absorção, o que diminui a absorção de nutrientes, reduz a

eficiência produtiva e causa o declínio da condição corporal (CHIODINI et al.

1984; CLARKE, 1997). A manifestação clínica da paratuberculose está

associada a situações de estresse como partos, deficiência nutricional e

produção de leite elevada (CLARKE, 1997).

A gravidade das lesões pode não corresponder à gravidade dos sinais

clínicos. As lesões primárias encontram-se no trato gastrointestinal e nos

linfonodos regionais associados; a área mais comumente afetada é a porção

terminal do íleo na região da válvula íleocecal e pode ter forma segmentar ou

difusa, porém as lesões podem aparecer desde o duodeno até ao reto

(CHIODINI et al., 1984).

Na fase precoce da doença, a primeira alteração que se verifica é 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 disposição transversal e bem

compactada. Esta apresentação não desaparece quando o intestino é esticado,

sendo denominada de cerebroide por se assemelhar ao córtex cerebral. A

mucosa entre as pregas pode estar avermelhada devido a congestão ou
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ulceração. A superfície peritoneal do íleo pode apresentar pequenos nódulos

brancos calcificados ou caseosos (CHIODINI et al., 1984; GILARDONI et al.,

2012; SALEM et al., 2013).

As lesões linfáticas compreendem linfadenite e linfangite. Chiodini et al.

(1984) relata que os linfonodos mesentéricos ficam aumentados, edematosos,

pálidos, quase sem distinção corticomedular e com vários locais de inflamação

granulomatosa. Os linfonodos mais afetados encontram-se na região ileocecal.

Os vasos linfáticos assemelham-se a cordões engrossados que percorrem o

peritônio intestinal e o mesentério até aos linfonodos e podem apresentar os

mesmos nódulos brancos calcificados ou caseosos (SALEM et al., 2013).

Também podem ocorrer lesões noutros órgãos, principalmente no fígado, onde

podem aparecer granulomas focais que podem passar despercebidos.

Também podem ocorrer lesões vasculares, nomeadamente arteriosclerose

(CHIODINI et al., 1984).

O sucesso no controle da paratuberculose depende da implementação,

à longo prazo, de mudanças na gestão do rebanho. Em rebanhos negativos, o

objetivo é permanecer livre do MAP. Para isso, os rebanhos precisam ser

manejados de modo fechado, sem a introdução de animais de outros rebanhos

ou participação em leilões ou feiras onde exista potencial contato com animais

infectados. Para rebanhos infectados, o objetivo é trabalhar para reduzir a

prevalência da infecção. As principais estratégias são: (1) prevenir novas

infecções, (2) gerenciar bovinos infectados adequadamente, e (3) melhorar a

resistência ao MAP (FECTEAU, 2017).

A gestão dos piquetes maternidades é um aspecto importante para

prevenir novas infecções. Deve proceder-se à separação do bezerro e vaca

logo à nascença para diminuir a probabilidade de transmissão fecal-oral. Deve-

se interditar a entrada de animais com qualquer tipo de doença na maternidade

e a densidade animal deve ser baixa, ou, se possível, deve haver maternidades

individuais. Os espaços têm de ser mantidos limpos, não esquecendo

comedouros e bebedouros, mudando-se a cama diariamente. Os bezerros

devem ser limpos regularmente, tendo especial atenção aos flancos, membros,

úbere e tetos (GARRY, 2011; SWEENEY et al., 2012).
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3.7 Métodos de diagnóstico da paratuberculose bovina

O diagnóstico da doença pode ser realizado pela identificação do agente

etiológico ou detecção da resposta imune a esse agente (MANNING;

COLLINS, 2001). Vários métodos podem ser utilizados como: cultura fecal,

testes imunológicos baseados na resposta imune celular e humoral, exames

moleculares como a PCR e método histopatológico (ROUSSEL et al., 2007).

O isolamento do agente por meio da cultura fecal é a técnica

considerada “padrão-ouro” para o diagnóstico da paratuberculose com 100%

de especificidade, apesar da baixa sensibilidade e longo tempo necessário

para serem observadas as primeiras colônias (CHIODINI et al., 1984). Nielsen

e Toft (2008), estimam que a sensibilidade do exame varia com a fase da

doença em que o animal se encontra, sendo estimada em 70% no caso de

animais em fase clínica ou aproximadamente 23 a 29% quando se consideram

os animais infectados. O MAP apresenta o crescimento mais fastidioso dentre

todas as micobactérias, com o período de incubação de até 8 - 16 semanas, o

que pode levar meses até o diagnóstico final (LILENBAUM et al., 2007). Os

meios de cultura ideais para o MAP são o Löwenstein-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 é demorado, levando aproximadamente 8 a 12 semanas a 37º

C (RISTOW et al., 2007).

O diagnóstico ante mortem da PTB tem sido um ponto crítico em

estratégias de controle. Ainda não há teste padrão para o diagnóstico da

paratuberculose devido à natureza crônica da enfermidade e aos diferentes

estágios da doença. A resposta imune é uma característica comum das

doenças causadas pelas micobactérias (CHIODINI et al. 1984). As provas

baseadas na detecção da resposta humoral frequentemente mostram

resultados negativos nas fases iniciais da infecção, porém são positivas nas

fases finais da doença quando a carga antigênica é considerável. O contrário

se dá quando os testes de imunidade celular produzem resultados negativos

nos estágios mais avançados ou no estado de anergia da doença. É

improvável que o diagnóstico da paratuberculose por meios indiretos possa se

basear na detecção de um único tipo de resposta imune (STABEL, 2010).
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Existem dois tipos de provas imunológicas para o estudo de MAP. As

que detectam a resposta humoral e as que detectam a resposta celular. A

resposta imune celular está associada ao período inicial da infecção, sendo

esta progressivamente substituída pela resposta humoral à medida que a

infecção avança e começam a ser observados os primeiros sinais clínicos

(TIMMS et al., 2011).

No exame intradérmico avalia-se a reação de hipersensibilidade

causada pela inoculação de jonina ou PPD aviário (YAMASAKI et al., 2013). O

exame foi o teste mais utilizado no passado para detecção da infecção precoce

(KALIS et al. 2003), no entanto, o uso é limitado, devido à falta de

especificidade. A reação à PPD aviária está associada à exposição ou

infecções causadas por diversos agentes do complexo Mycobacterium (M.

bovis, M. avium e MAP) e por Nocardia farcinius (LILENBAUM et al., 2007). A

exposição à micobatérias saprófitas presentes no ambiente, também pode

sensibilizar os animais, resultando em reações de hipersensibilidade do tipo

tardia inespecífica (SCOTT et al. 2010). O teste intradérmico é considerado

positivo quando há um aumento na espessura da pele maior que 3 mm, no

local da inoculação, após 24 a 72 horas (NIELSEN et al., 2001).

Anticorpos específicos contra o MAP começam a ser detectados na fase

subclínica da doença, quando a infecção já está bem estabelecida e

disseminada, mas ainda não há sinais clínicos (FECTEAU, 2017). Podem ser

usados testes de fixação de complemento, imunodifusão em gel de ágar e

ensaios imunoenzimáticos (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 sensíveis quando a produção de

anticorpos é mais elevada, pois a sensibilidade dos testes de detecção de

anticorpos aumenta com a progressão da doença (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 antígenos para a detecção 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 já

apresentam sinais clínicos. Dependendo do teste, a especificidade encontra-se

entre os 85 a 100% (NIELSEN; TOFT, 2008).
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O exame histopatológico constitui-se na observação das lesões

específicas em amostras de tecido como o íleo, intestino (visualização de

placas) e linfonodos mesentéricos (normalmente alargados e edematosos)

(OIE, 2014), e são caracterizadas por enterite, linfangite e linfadenite

granulomatosas (DRIEMEIER et al., 1999). Nota-se infiltrado de elementos

histiocitários de núcleos vesiculosos, cujas células são volumosas, os limites

não são nítidos; entre elas encontram-se numerosas células gigantes de

Langhans. Na subserosa encontram-se capilares linfáticos dilatados e

ocupados, por aglomerados de células gigantes (CLARKE, 1997). Verifica-se

ainda vasos sanguíneos intestinais dilatados repletos de hemácias assim como

ectasia dos vasos linfáticos da subserosa do intestino e mesentério, e

ocupados por rede de fibrina ou por elementos histiocitários. Na maioria das

vezes o infiltrado é formado por linfócitos, em permeio a raros neutrófilos e

plasmócitos. Nos linfonodos mesentéricos observa-se a substituição da zona

cortical por infiltrados difusos das células macrofágicas com numerosos

gigantócitos, distribuídos ao acaso. Pode ser observada a infiltração destas

mesmas células na zona cortical e paracortical dos linfonodos mesentéricos

(CLARKE, 1997; CHIODINI et al., 1984; DRIEMEIER et al., 1999).

Avanços na área de biologia molecular, em particular, no

desenvolvimento da reação em cadeia de polimerase (PCR), têm oferecido

novos suportes para o desenvolvimento de um teste rápido, sensível e

específico. No caso da paratuberculose, a identificação de uma sequência de

inserção conhecida como IS900, considerada única para MAP, tem facilitado a

utilização do PCR na detecção desse organismo em fezes e em tecidos

(COLLINS et al., 1993). No genoma de MAP pode-se encontrar 14 a 20 cópias

da IS900, o que confere a testes que a utilizem uma sensibilidade superior em

relação a outras sequências (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 eficiência na detecção do

agente, quando comparado a PCR convencional. A técnica oferece a vantagem

de menor risco de contaminação cruzada; maior sensibilidade e especificidade

que é reforçada pela utilização de sondas e a possibilidade de quantificar o

agente (MACKAY, 2004).
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3.8 Vírus da Leucose enzoótica bovina

A leucose enzoótica bovina (LEB) é uma doença crônica causada pelo

vírus da leucose bovina (VLB), pertencente à família Retroviridae, subfamília

Oncovirinae e gênero Deltaretrovírus, que infecta principalmente linfócitos tipo

B (RADOSTITS et al., 2002; BARROS, 2007). A palavra retro (reverso) origina-

se da enzima transcriptase reversa e como em todos os retrovírus, por ação

dessa enzima, o RNA viral é convertido em DNA pró-viral, o qual se integra ao

genoma da célula hospedeira. Tal fenômeno contribui para que a infecção

torne-se permanente (RAJÃO, 2008).

O vírus mede de 90-120nm de diâmetro e é constituído por um capsídeo

icosaédrico, envelope lipoglicoproteico e genoma RNA fita simples. As

glicoproteínas presentes no envelope possuem importante função biológica no

ciclo de replicação por modularem a adsorção do vírus à célula alvo,

determinando o tropismo e a especificidade viral. A glicoproteína 51 (gp51)

presente no envelope do VLB é responsável pela infectividade do vírus, sendo

a ligação da gp51 a um receptor específico na célula a etapa inicial da infecção

(LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

Radiações ultravioleta, congelamento e descongelamentos repetidos,

assim como o aquecimento a 56° durante 30 minutos inativam o vírus

(BARROS, 2007). O vírus pode permanecer viável por até duas semanas em

sangue armazenado à 4°C. Solventes e detergentes lipídicos, tais como o

álcool, éter e clorofórmio inativam os retrovírus (BRAGA et al., 1997).

3.9 Epidemiologia e controle da leucose enzoótica bovina

A LEB encontra-se distribuída mundialmente, observa-se maior

disseminação entre animais de exploração leiteira em relação aos animais

destinados a produção de carne, sendo essa maior susceptibilidade associada

ao tipo de manejo e aglomeração (BIRGEL JUNIOR et al., 2006; DEL FAVA;

PITUCO, 2004).  A infecção ocorre com maior frequência em animais com mais

de 24 meses, essa maior frequência não deve ser atribuída a maior

susceptibilidade desses animais e sim ao maior tempo de permanência dos
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bovinos mais velhos nos rebanhos e, por isso, submetidos a exposição

prolongada pelo vírus (RAJÃO 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 etário 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 vírus possui caráter endêmico em diversos países, embora já existam

regiões e países, como Alemanha, Dinamarca, Finlândia e a região baixa da

Silesia, na Polônia, que erradicaram a infecção (NUOTIO et al., 2003;

OTACHEL-HAWRANEK, 2007).

A prevalência da LEB no mundo é bastante variável, com índices de

32,85% na Argentina (TRONO et al., 2001); 49,3% na Colômbia (PENA et al.,

1985); 20% na Bolívia (LOPEZ et al., 2010); 34,3% na Venezuela (MARIN et

al., 1978); 3,3% no Japão (USUI et al., 2003); 11,0% na Túrquia (UYSAI et al.,

1998); 18,29% na China (SUN et al., 2015); 26,9% no Canadá (SCOTT et al.,

2006), e 48% nos EUA (USDA, 1997). Dados de notificação oficial reportados à

OIE até o 2° semestre de 2016 revelam que na América do Sul, Brasil, Peru e

Paraguai, bem como México na América Central, a doença encontra-se

limitada a uma ou mais zonas. Estados Unidos, Canadá, Colômbia, Equador,

Argentina e Uruguai, a doença estava presente. Bolívia, Chile e Guiana

Francesa a doença não foi reportada (Figura 3).

No Brasil o primeiro relato da infecção ocorreu em 1943, por Rangel e

Machado (1943), a introdução foi atribuída à importação de animais por

produtores do Sul e Sudeste, espalhando-se para demais regiões devido o

trânsito intenso de animais (ABREU et al., 1994). A avaliação da prevalência

pelo VLB foi iniciada nos rebanhos dos estados da região Sudeste, por Alencar

Filho (1979), que identificou prevalência de 60% em rebanhos leiteiros criados

em São Paulo. A partir de então, diversos estudos de prevalência foram

realizados no Brasil, demonstrando a distribuição da LEB pelos rebanhos

bovinos do país (CARNEIRO et al., 2003; MOLNÁR 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; AMBRÓSIO, 2015; ROMERO; ROWE 1981;

BARROS FILHO et al., 2010; FRANDOLOSO et al., 2008) (Tabela 2).

Figura 3. Mapa de distribuição mundial da leucose enzoótica bovina no
segundo semestre de 2016, para espécies domésticas e selvagens, reportadas
à OIE. Fonte: World Animal Health Information Database (WAHIS Interface)
OIE.

Os únicos animais infectados naturalmente são os bovinos, bubalinos e

capivaras, entretanto já foi demonstrado em infecções experimentais que

outras espécies como ovinos e caprinos podem ser infectados, porém o efeito

patogênico é diferente (BIRGEL JUNIOR et al., 2006). Animais assintomáticos

e os que apresentam sinais clínicos são capazes de eliminar o agente por meio

das excreções e secreções corporais, como: secreções nasal e traqueal, urina

e principalmente, sangue, leite e saliva (JOHNSON e KANEENE, 1992).

A transmissão do VLB ocorre de forma vertical, mas preferencialmente

por via horizontal, de forma iatrogênica, sendo necessários apenas 2.500

linfócitos (0,05µL de sangue) para que, através de inoculação, ocorra a

infecção. Procedimentos inadequados de palpação retal, vacinação,

reutilização de agulhas contaminadas com sangue, colheita ou transfusões de

sangue, além de fômites contaminados usados em procedimentos cirúrgicos,

podem difundir intensamente o VLB entre os animais (KOHARA et al., 2006;

FLORES, 2007; FERNANDES et al., 2009).
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A transmissão horizontal do vírus é favorecida pelo convívio íntimo e

prolongado de animais, que vivem em condições de estresse. O VLB pode ser

também transmitido por tabanídeos em decorrência de alternância alimentar

em diferentes hospedeiros, assim acredita-se que estes insetos desempenhem

papel importante na propagação da doença, principalmente em regiões com

altas temperaturas, onde a proliferação é maior (SILVA et al., 2008;

DIGIACOMO, 1992; FLORES 2007). De acordo com Braga  et  al. (1998), a

transmissão  através  da inseminação  artificial  só  ocorrerá  se  o  sêmen  for

contaminado  com  sangue  durante  a colheita.

A transmissão vertical da LEB pode ocorrer pela via uterina ou mesmo

oral através da ingestão de colostro e leite contendo linfócitos contaminados

com o BLV. Bezerros de mães infectadas podem ser infectados ao nascerem

ou pela ingestão de colostro e leite (DIGIACOMO, 1992). Soropositividade

entre 3 a 20% em bezerros recém-nascidos antes da ingestão do colostro, já foi

comprovada por Leuzzi Junior; Alfieri; Alfieri (2001) e Del Fava e Pituco (2004).

A maioria dos bovinos infectados permanece assintomática.

Aproximadamente um terço dos animais infectados desenvolvem doença

crônica proliferativa, chamada de linfocitose persistente, em que o número de

linfócitos B se eleva acentuadamente. A formação de linfomas pode ser

observada em até 5% dos animais acometidos, geralmente após longo período

de infecção, em animais acima de cinco anos de idade. Os sinais clínicos mais

frequentes são: inapetência, indigestão, diarréia, perda de peso, partos

distócicos, exoftalmia, paralisia de membros e alterações neurológicas por

compressão de nervos (CAMARGOS et al., 2004).

Os principais fatores de risco relacionados à elevação na frequência de

animais infectados nos rebanhos nacionais e do mundo são: presença de

insetos hematófagos, histórico de animais com leucemia, comercialização de

animais (KOBAYASHI et al., 2014), idade, tamanho do rebanho, raça (SEVIK;

AVCI; ÍNCE, 2015), presença de animais provenientes de outras propriedades

(SUN et al., 2015), assistência técnica, aquisição recente de gado, ausência de

piquete maternidade, transfusão sanguínea e manejo inadequado do colostro

(PINHEIRO JUNIOR, et al., 2013; SILVA et al., 2008). Além disso, a ausência

de uma política sanitária nacional visando combater a ocorrência da doença

contribui para a disseminação da LEB nos rebanhos (GARCIA et al., 1991).
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Devido ao fato da infecção ser na maioria das vezes inaparente e,

principalmente, pela não visualização dos prejuízos econômicos relacionados

ao VLB, percebe-se a dificuldade na implantação de um programa de controle,

sendo o comprometimento para a implantação do programa por parte dos

proprietários, fator essencial para redução na prevalência da doença (MENDES

et al., 2011).

O monitoramento realizado por meio de exames sorológicos periódicos

pode auxiliar na adoção de medidas que permitam controlar a doença no

rebanho. Exames sorológicos na entrada de animais e a eliminação gradativa

dos positivos podem ser determinantes no controle da LEB (FORLETTI et al.,

2013).

Braga et al. (1997), analisaram a eficiência de três métodos de controle

da infecção pelo VLB em rebanhos leiteiros: (1) eliminação dos soropositivos;

(2) segregação do rebanho e (3) manejo misto. Os autores concluíram que a

eliminação dos positivos só é viável quando a prevalência da doença é baixa,

sendo necessário o acompanhamento sorológico, pois a permanência de um

animal infectado é fonte de infecção para os demais. A segregação entre

bovinos positivos e negativos embora pouco prático mostrou-se eficaz,

possibilitando a eliminação fracionada dos infectados. Já o manejo misto

mostrou-se inviável em curto prazo, possivelmente pela dificuldade em seguir

as medidas preventivas.

3.10 Métodos de diagnóstico da leucose enzoótica bovina

O diagnóstico da LEB é fundamental para o controle e erradicação da

doença, podendo ser realizado pela identificação de alterações hematológicas,

caracterizadas pelo aumento no número de linfócitos (linfocitose persistente),

pelo isolamento viral a partir do cultivo em células de pulmão fetal bovino, onde

aparecerão sincícios, sorologicamente, pela identificação de anticorpos

específicos contra o antígeno do VLB, ou pela PCR para detecção direta do

genoma viral ou do provírus (LEUZZI JUNIOR, ALFIERI, ALFIERI, 2001).

Dentre as técnicas para pesquisa de anticorpos, as mais comumente utilizadas

são: o teste de imunodifusão em gel de ágar (IDGA), a reação de fixação de
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complemento, a soroneutralização, 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 diagnóstico da LEB na maioria dos

países, porém alguns pontos negativos foram detectados: o teste teria baixa

sensibilidade de detectar animais com baixos títulos de anticorpos; animais

infectados recentemente e vacas gestantes próximos de três semanas que

antecedem o parto e vaca com duas semanas de puerpério (MELO;

MARQUES JUNIOR, 1993). O teste de IDGA também não teria a capacidade

de diferenciar anticorpos transferidos de forma passiva para os bezerros via

colostro de anticorpos de uma infecção 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 confirmatório o

Western blotting (WB). Os resultados mostraram semelhança 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 análise de um grande número de amostras simultaneamente

(DOLZ; MORENO, 1999). Para os trabalhos de erradicação da LEB a técnica

de ELISA é a mais indicada pela maior sensibilidade e praticidade (LEUZZI

JUNIOR, ALFIERI, ALFIERI, 2001).

A realização de exames histopatológicos em bovinos infectados pode

ser útil na caracterização da apresentação tumoral (YAMAMOTO et al.,1982).

As lesões típicas no adulto aparecem geralmente em animais com idade

superior a três anos. Nestes o desenvolvimento de tumores volumosos e

nodulosos, localizados em serosas, tecido conjuntivo frouxo e em nódulos

linfáticos sugerem neoplasias em áreas relacionadas ao sistema linfático. O

envolvimento do baço e a infiltração de leucócitos no fígado estão presentes

em casos em que observa-se a manifestação leucêmica em sangue periférico

(LEUZZI JUNIOR, ALFIERI, ALFIERI, 2001).

A PCR é uma técnica conveniente para detectar o DNA proviral em

amostras de sangue, suspensões de órgãos e material tumoral, sendo um

método sensível que permite o diagnóstico rápido e precoce (BALLAGI-

PORDÁNY et al., 1992). Recomenda-se a PCR para confirmar resultados da
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sorologia quando forem analisados animais jovens com a presença de

anticorpos colostrais; em caso de tumor para diferenciar entre linfoma

esporádico e infeccioso; casos com resultado duvidoso no ELISA; novas

infecções antes que possam ser produzidos anticorpos; e em bovinos utilizados

na produção de vacinas (EVERMANN, 1992).
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Tabela 3. Prevalência da leucose enzoótica bovina em rebanhos do Brasil.

Ano Autores Estado n°
animais

Prevalência
animais (%)

n° rebanhos Prevalência
rebanhos (%)

1999 CARNEIRO et al., (2003) Amazonas 661 8,9 16 100

1999 MOLNÁR et al., (1999) Pará 668 26 14 85

2009 SANTOS, (2010) Maranhão 920 53,80 92 98,91

2006 FERNANDES et al., (2009) Pernambuco 881 37 38 94,7

2008 PINHEIRO-JUNIOR et al.,
(2013)

Alagoas 341 27,8 17 70,6

2003 MATOS; BIRGEL JUNIOR;
BIRGEL (2005)

Bahia 796 41 13 100

2006 JULIANO et al., (2014) Tocantins 489 27,8 12 100

2006 JULIANO et al., (2014) Goiás 562 15,3 11 81,9

2011-2012 HEIDMAN et al., (2015) Mato Grosso 280 11,78 10 100

2005 BIRGEL JUNIOR et al.,
(2006)

São Paulo 476 9,24 7 85

2014 AMBRÓSIO, (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.,
(2010)

Paraná 268 56,34 5 100

2008 FRANDOLOSO et al., (2008) Rio Grande do Sul 200 38,5 26 61,5
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ELISA INDIRETO COMO MÉTODO COMPLEMENTAR DE DIAGNÓSTICO DA
TUBERCULOSE BOVINA1Mariana A. Souza2*, Nadia G. Bombonato2, Cristina C. Dib3, Rinaldo AparecidoMota4, Anna M. C. Lima5

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.] ELISAindreto como método complementar de diagnóstico da tuberculose bovina.
Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Faculdade de Medicina Veterinária,Universidade Federal de Uberlândia, Rua Ceará, s/nº, Bloco D, sala33, Laboratóriode Doenças Infectocontagiosas, Uberlândia, MG 38400-902, Brasil. E-mail:mari_assuncao@yahoo.com.brBovine tuberculosis is an economic and health problem in the world,requiring precise diagnostic methods for its control and eradication. The aim ofthis study was to evaluate the performance of a commercial ELISA test in thediagnosis 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 positiveresults in the last tuberculin examination were evaluated by the comparativecervical tuberculin test (CCTT). For the serological diagnosis of tuberculosis, thecommercial ELISA kit Mycobacterium bovis antibody test IDEXX® (ELISA M. bovis)was used. Serum samples from 846 cattle from the same eight herds selected forthe 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 formacroscopic examination and classification of the carcasses in: presence orabsence of lesions. Samples of lung, liver and lymph nodes (retropharyngeal,submandibular, cervical and mediastinal) were collected and stored underrefrigeration for microbiological culture and subsequent confirmation by PCR. Thesame samples were also conditioned in bottles with 10% formaldehyde for thehistopathological examination stained with Hematoxilina and Eosina (HE). Of the1644 bovines 61 were considered positive and 65 inconclusive in CCTT. The retestof the inconclusives identified more 19 positives. In total, 80 (4.8%) CCTT positivecattle, 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) showedlesions suggestive of tuberculosis, in macroscopic examination, and two animalsconfirmed by histological, microbiological and PCR methods. The low associationof ELISA M. bovis with the results obtained in macroscopic, histological andmicrobiological isolation, points to the fragility of the ELISA performance in fieldconditions.INDEX TERMS: Mycobacterium bovis, serologic diagnosis, anergy, tuberculin test
RESUMO: A tuberculose bovina é um problema econômico e de saúde no mundo,que requer métodos de diagnóstico precisos para o controle e erradicação.
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Objetivou-se com este estudo avaliar o desempenho de um teste comercial deELISA no diagnóstico da tuberculose bovina. Foram avaliados pelo teste cervicalcomparativo (TCC) 1644 bovinos, provenientes de oito rebanhos de exploraçãoleiteira, sendo três deles sem histórico recente da doença, e outros cinco comresultados positivos no último exame de tuberculinização. Para o diagnósticosorológico da tuberculose utilizou-se o kit comercial de ELISA Mycobacterium bovisantibody test IDEXX® (ELISA M. bovis). Amostras de sorosanguíneo de 846 bovinosprovenientes dos mesmos rebanhos foram também avaliadas no ELISA M. bovis. Osbovinos positivos no TCC e ELISA M. bovis foram encaminhados para o abatesanitário. Dos positivos no ELISA M. bovis foi realizado o exame macroscópico dascarcaças e classificação das mesmas em: com presença ou ausência de lesões.Amostras de pulmão, fígado, linfonodos retrofaríngeo, submandibular, cervical emediastínico, foram colhidas em duplicata para realização dos exames de cultivomicrobiológico com posterior confirmação por PCR, e exame histopatológico comcoloração de Hematoxilina e Eosina (HE). Dos 1644 bovinos 61 foramconsiderados positivos e 65 inconclusivos no TCC. O reteste dos inconclusivosidentificou mais 19 positivos. No total, 80 (4,8%) bovinos positivos no TCC,provenientes de 5 rebanhos foram encaminhados para abate. O ELISA M. bovisidentificou 4,2% (36/846) de bovinos positivos, sendo 36 considerados negativose um inconclusivo no exame de tuberculinização. Dos positivos no ELISA M. bovis,27 foram eutanasiados, e no exame macroscópico das carcaças 11% (3/27) dosanimais apresentaram lesões sugestivas de tuberculose, e em apenas dois houveconfirmação da doença pelos métodos histológico, microbiológico e PCR. A baixaassociação dos resultados obtidos no ELISA M. bovis com os exames macroscópico,histológico e isolamento microbiológico apontam para a fragilidade dodesempenho do ELISA em condições in situ.TERMOS DE INDEXAÇÃO: Mycobacterium bovis, diagnóstico sorológico, anergia,tuberculinização
INTRODUÇÃOA tuberculose bovina (TB) é uma doença crônica, causada por Mycobacterium bovis(M. bovis), um membro do Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT), quecompreende os agentes causais da tuberculose em diferentes espécies animais(Casal et al. 2014). Devido ao seu caráter zoonótico e às perdas econômicasprovocadas na cadeia de carne e leite, a doença é motivo de controle e erradicaçãoem programas de diversos países (Barbieri et al. 2016). A ferramenta básicautilizada no controle é a adoção de uma rotina de testes de diagnóstico, que têmpor finalidade a identificação e eliminação dos animais doentes. Contudo, aqualidade dos testes utilizados para detecção de animais infectados por M. bovis,sempre foi um grande desafio para o controle da tuberculose (Álvarez et al. 2012;Bezos et al. 2014).Desde a criação do Programa Nacional de Controle e Erradicação daBrucelose e Tuberculose (PNCEBT), em 2001, avanços no controle da doença,caracterizados pela discreta redução das taxas de prevalência têm sidoobservados. Estudos realizados no período de 1989 a 1998 indicavam umaprevalência de aproximadamente 1,3% do rebanho nacional infectado (Pollock &Neill 2002). No estado de Minas Gerais, a prevalência 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 últimolevantamento oficial realizado em 2013, a situação epidemiológica da TB no estadofoi de 4,25% em rebanhos e 0,56% em animais (Barbieri et al. 2016). Apesar dosavanços, os exames hoje definidos pelo PNCEBT não apresentam resultados quegarantam a total identificação da doença em rebanhos. Segundo Marassi et al.(2013), dentre os exames possíveis de serem utilizados no diagnóstico datuberculose, nenhum deles é capaz de identificar todos os animais, em todos osestágios da infecção, sendo necessária a abordagem diagnóstica multivariada,  afim de aumentar a eficiência e confiabilidade na detecção dos animais infectados.O exame de tuberculinização intradérmica, que utiliza derivados protéicospurificados (PPD), é o teste padrão mais utilizado no mundo para detecção debovinos com tuberculose (Seva et al. 2014). O exame baseia-se na detecção deimunidade mediada por células, que predomina durante as fases iniciais eintermediárias da infecção, liderada principalmente por linfócitos Th1. (Casal et al.2014). Conforme a doença progride, ocorre mudança da resposta Th1 por Th2,associada a diminuição da resposta imune celular e o desenvolvimento da respostaimune humoral (Welsh et al. 2005; McNair et al. 2007; Schiller et al. 2010). Algunsestudos têm apontado as fases pré-alérgica e avançada da tuberculose como causasde reações falso-negativas no exame de tuberculinização (Lilenbaum et al. 1999;Pollock & Neill, 2002). Assim, o exame sorológico constitui-se como alternativapara o rastreamento de bovinos infectados com M. bovis. A combinação de métodosbaseados na resposta imune celular e ensaios sorológicos poderiam aumentar onível de detecção do agente, contribuindo para o controle da doença (Schiller et al.2010; Bezos et al. 2014).Os testes ELISA para tuberculose têm demonstrado bons resultados comoexame complementar para a identificação de rebanhos infectados com M. bovis(Schiller et al. 2010; Waters et al. 2011). Embora não seja considerado a primeiraescolha diagnóstica, a vantagem dos testes ELISA é a capacidade de identificaçãode animais anérgicos (McNair et al. 2001), o que acontece em geral no estágioavançado da doença (Pollock & Neill, 2002; Welsh et al. 2005), porém, existemalgumas limitações em relação à aplicabilidade como ferramenta de erradicação,dentre as quais se destacam o tipo de antígeno utilizado no teste, devido asemelhança do genoma de M. bovis com micobactérias não patogênicas (Garnier etal. 2003) e as fases da infecção nas quais não é possível detectar respostasorológica (Welsh et al. 2005). Ao utilizar o exame de tuberculinização e sorológicosimultaneamente, o animal será considerado positivo para tuberculose, quando forreagente em qualquer um ou ambos os exames e negativo quando não houverreação nos dois exames (Seva et al. 2014).Apesar da eficiência do diagnóstico baseado na detecção da resposta imunecelular a antígenos de M. bovis, o exame deve ser aplicado in vivo, o que torna difícilsua utilização em rebanhos com alta densidade e em estudos epidemiológicos,além do que, animais com infecção crônica podem não ser detectados nos testesintradérmicos. A possibilidade da utilização de testes sorológicos para tuberculose,tem sido sugerida como ferramenta complementar ao exame de tuberculinização.Diante disso, objetivou-se avaliar o desempenho do teste comercial ELISA M. bovisem rebanhos bovinos leiteiros naturalmente infectados para tuberculose.
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MATERIAL E MÉTODOS

CEUA. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais -da Universidade Federal de Uberlândia, sob o protocolo nº 066/14.
Local. Um estudo transversal foi realizado em oito rebanhos de exploraçãoleiteira localizados nos municípios de Guimarânia (A), Lagoa Formosa (B), Patos deMinas (C e D), Perdizes (E), Prata (F), Serra do Salitre (G) e Uberlândia (H),situados na região do Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba, no estado de MinasGerais, Brasil. Os rebanhos foram selecionados por conveniência, ou seja, naquelesque existiam (n=5) ou não (n=3) bovinos reagentes no último exame detuberculinização. Os rebanhos eram constituídos de bovinos mestiços de váriasraças, com idade entre 6 meses e 20 anos, e criados em sistema intensivo ou semi-intensivo e as vacas submetidas  à ordenha mecânica e/ou manual.
Tuberculinização. Resultados do teste cervical comparativo (TCC),realizados como rotina por médicos veterinários oficialmente habilitados peloPNCEBT, foram gentilmente cedidos para realização desta pesquisa. No total foramavaliados pelo TCC 1644 bovinos, e os resultados das diferenças (∆B - ∆A) foraminterpretados de acordo com o Regulamento Técnico do PNCEBT (Brasil, 2006). Osbovinos com resultado positivo no TCC foram eutanasiados e os inconclusivosretestados num prazo de 60 dias. Resultados inconclusivos em dois testesconsecutivos foram considerados positivos.
ELISA M. bovis. Dos 1644 bovinos avaliados na tuberculinização, 846provenientes de cada um dos oito rebanhos selecionados, foram também testadosno ELISA M. bovis. A coleta das amostras de sangue foi realizada no mesmo dia dainoculação do PPD (bovino e aviário). De cada animal colheu-se 5mL de sangue pormeio de punção da veia coccígea, o material foi transportado refrigerado aoLaboratório de Doenças Infectocontagiosas da Faculdade de Medicina Veterináriada Universidade Federal de Uberlândia (UFU) e centrifugado a 3.000 x g por 5minutos. Em seguida, as amostras de soro foram acondicionadas em microtubostipo eppendorf e congeladas a -20ºC até a realização do exame.Para o diagnóstico sorológico da TB utilizou-se o kit comercial de ELISAindireto Mycobacterium bovis Antibody Test – IDEXX®. O exame foi realizado deacordo com as instruções do fabricante.  A leitura das absorbâncias foi realizada a450nm em espectrofotômetro de placas  ThermoPlate, e  o  resultado  avaliadopelo  programa xCheck 3.3 IDEXX Laboratories. Para validação do exame utilizou-se como critérios: CP ≥ 0,300 e CN ≤ 0,200.  A interpretação dos resultados foideterminada pela relação da absorbância (Amostra/Positivo). Relação A/P=[(Amostra A(450) - CN) / (CP - CN)]. Amostras com relação A/P ≥ 0,30 foramconsideradas positivas para anticorpos contra M. bovis, e amostras com relaçãoA/P < 0,30 foram consideradas negativas (Waters et al. 2011).
Diagnóstico anatomo-histopatológico. Os animais positivos no ELISA M.

bovis foram eutanasiados e necropsiados. Carcaças e vísceras foram inspecionadas,e as lesões registradas e fotografadas. Na necropsia, os indivíduos foramclassificados como “com presença” de lesão, quando em pelo menos um dos órgãosavaliados fosse verificada a presença de lesões sugestivas de tuberculose, ou lesão“ausente”.Independente da presença de lesões macroscópicas, fragmentos deaproximadamente 1,5cm de pulmão, fígado, linfonodos retrofaríngeo,submandibular, cervical e mediastínico foram colhidos, armazenados em frasco
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plástico esterilizado, e enviados ao Instituto Biológico de São Paulo para análisemicrobiológica. Em outros frascos contendo formol a 10% as mesmas amostras detecido foram encaminhadas ao Laboratório de Patologia Animal da UFU para oexame histológico. Procedeu-se às técnicas rotineiras de desidratação, diafanizaçãoe inclusão em parafina. Foram feitos cortes de 4μm em micrótomo (LEICA 2125)  eobtido uma lâminas histológica de cada bloco, a qual foi submetida à coloração deHematoxilina-Eosina.
Isolamento microbiológico. O exame foi realizado no Laboratório deTuberculose do Instituto Biológico de São Paulo-SP. Para descontaminação dasamostras empregou-se o método clássico de Petroff (Kantor & Ritacco, 1988), e noisolamento das micobactérias utilizou-se o meio convencional a base de ovos,Stonebrink. Os tubos foram incubados em estufa à 37°C e a verificação decrescimento foi realizada semanalmente, até o aparecimento de colôniassugestivas de micobactérias ou contaminantes. A observação foi realizada até 90dias pós-semeadura em incubação.
Identificação molecular das micobactérias. As colônias isoladas foramidentificadas pelo método da Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) utilizando-se os primers JB21 e JB22 descritos por Rodriguez et al. (1995) e modificado porHarakava et al. (2010). O produto amplificado foi analisado na sequência poreletroforese em cuba horizontal. Os géis de agarose a 1,5% contendo 0,01% debrometo de etídio foram visualizados sob luz ultravioleta e fotografados comauxílio de fotodocumentador.

RESULTADOS

TuberculinizaçãoDos oito rebanhos avaliados pelo TCC, em cinco (62,5%) detectou-se pelo menosum animal reagente. A prevalência 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 animaispositivos, sendo, portanto, a prevalência em animais de 4,8% (80/1644). Aoscilação das reações nos animais reagentes variou de 4,2 a 12,2mm (∆B - ∆A). Nototal, 80 bovinos positivos foram encaminhados para o abate sanitário emmatadouros frigoríficos da região.De acordo com os resultados obtidos no TCC e informações sobre ohistórico sanitário dos rebanhos, em três propriedades (A, D e F) não foramidentificados bovinos positivos ou inconclusivos no teste intradérmico. Estaspropriedades não tinham casos recentes de infecção, sendo inclusive uma delas (F)certificada pelo PNCEBT como livre para tuberculose e brucelose. As demaispropriedades (B, C, E, G e H) tinham histórico recente da doença no rebanho, o quefoi confirmado na última avaliação pela presença de animais positivos einconclusivos no TCC.
ELISA M. bovisDas 846 amostras de soro avaliadas, o ELISA M. bovis identificou 36 animaispositivos, a razão amostra/positivo calculada para cada amostra variou de 0,333 a2,637. Em todas as reações a densidade óptica média do controle positivo foi maiorque 0,30 e negativo menor que 0,20.
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Dos 36 bovinos positivos no ELISA M. bovis, apenas um animal foi tambéminconclusivo no TCC e os outros 35 apresentaram resultado negativo. Em doisrebanhos (A e B) todos os animais avaliados foram considerados negativos noELISA M. bovis (Tabela 1). Dos 36 positivos no ELISA M. bovis, 27 forameutanasiados.
Achados de necropsia dos bovinos positivos no ELISA M. bovisDe cada rebanho avaliado, naqueles onde se detectou bovinos reagentes noELISA M. bovis, pelo menos um animal foi eutanasiado e necropsiado. No total 27bovinos foram encaminhados para matadouros frigoríficos sob inspeção sanitária,ou eutanasiados na própria fazenda de origem. Na inspeção macroscópica dascarcaças, observou-se que três animais (rebanhos C e E) apresentaram lesõessugestivas de tuberculose. Os achados anatamopatológicos mais evidentes foramnódulos granulomatosos de aspecto purulento a caseoso no pulmão (Fig. 1), noslinfonodos mediastínicos e retrofaríngeos. Demais carcaças (24) foramclassificadas como “lesão ausente”.
Diagnóstico histopatológicoNo exame histopatológico, verificou-se que as amostras de pulmão elinfonodos mediastínicos provenientes de duas das três carcaças com lesões noexame macroscópico apresentaram alterações histológicas características detuberculose. No linfonodo mediastínico do animal proveniente do rebanho (E) foiobservado granuloma típico de tuberculose com áreas de necrose e calcificaçãocircundadas por linfócitos, macrófagos e células gigantes de Langhans. No pulmãodo animal procedente do rebanho (C) identificou-se reação granulomatosacaracterizada por necrose caseosa circundada por infiltrado predominantementemononuclear e circundada por tecido conjuntivo fibroso (Fig. 2A), parênquimapulmonar com células gigantes de Langhans, com citoplasma amplo e núcleosdispostos na periferia das células (Fig. 2B).
Cultura e PCRDas amostras de vísceras provenientes dos 27 bovinos positivos no ELISA
M. bovis, apenas aquelas procedentes de dois animais foram positivas para M. bovisem meio Stonebrink e confirmadas por PCR com os primers JB21 e JB22. Taisamostras foram também classificadas como “com lesão” sugestiva de tuberculosena avaliação macroscópica e apresentaram alterações histológicas característicasdo granuloma tuberculoso. Quanto aos resultados desses dois animais no TCC, umfoi considerado positivo e outro inconclusivo.

DISCUSSÃOA prevalência de 4,8% em animais e 62,5% em rebanhos, identificada neste estudopelo TCC, demonstra que a infecção encontra-se presente na maioria dos rebanhosleiteiros avaliados. Em 2013, nas regiões do Triângulo Mineiro e Alto Paranaíba,importantes bacias leiteiras do país, foram observadas prevalências de 4,45%;4,24% em rebanhos e 0,21%; 0,47% em animais respectivamente (Barbieri et al.2016). Apesar da prevalência relativamente baixa de bovinos com tuberculose,nessas regiões, nota-se que a situação epidemiológica da doença permanece
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praticamente estável. Países onde o programa de controle da tuberculose está hámais tempo, a prevalência da infecção é baixa, porém foram poucas as áreas queobtiveram a total erradicação da doença (Schiller et al. 2010). Um dos fatorespossivelmente relacionados às dificuldades em se erradicar a tuberculose, estárelacionada às limitações técnicas dos protocolos de diagnóstico (Schiller et al.2010; Waters et al. 2011). De acordo com Vidal (2013), o uso continuado dos testesde tuberculinização intradérmica aplicados isoladamente parece ser insuficientepara erradicar a doença. Com a evolução dos programas de controle da TB e aredução da sua prevalência, a utilização de métodos complementares ao exame detuberculinização intradérmica constituem um avanço importante para aidentificação de focos e controle da doença (Schiller et al. 2010). Neste sentido,exames complementares como o sorológico, poderiam ser ferramentas adicionaispara detectar animais que não reagem nos testes baseados na resposta imunecelular, auxiliando dessa forma na identificação de bovinos em estágios avançadosda doença, que produzem resultados falso-negativos na tuberculinização (Welsh etal. 2005; Waters et al. 2011).Para avaliação do desempenho a campo do kit comercial ELISA M. bovisIDEXX, as amostras de soro utilizadas foram provenientes de rebanhosnaturalmente infectados com tuberculose (B,C,E,G,H) e outros sem histórico dainfecção, com resultados negativos nos exames de tuberculinização (A,D e F). Emdois rebanhos (C e E) um animal negativo e outro inconclusivo no TCC foramdetectados pelo ELISA M. bovis e as amostras de vísceras (pulmão e linfonodomediastínico) obtiveram isolamento e PCR positivo para tuberculose bovina. Nosrebanhos de origem (C e E), uma rotina de testes de tuberculinização já eraadotada com frequência pelos proprietários, entretanto a utilização exclusiva doTCC não possibilitou o completo saneamento dos rebanhos. Esses dois bovinospositivos no ELISA M. bovis eram vacas, com idade de 5 e 8 anos, e no TCCapresentaram ∆B=0,8; ∆A=0,5 e ∆B=2,8; ∆A=0,8, respectivamente. O usocomplementar do ELISA M. bovis nesses rebanhos, permitiu a detecção eeliminação de animais que se encontravam em anergia, ainda que nãoapresentassem tuberculose disseminada, sendo, portanto, fundamental para o bomdesempenho do programa sanitário implantado nas propriedades. Possivelmentesem o uso dessa estratégia os animais permaneceriam nos rebanhos, secomportando como reservatórios do agente e disseminando a infecção para outrosanimais. Outros estudos também demonstraram a habilidade dos testessorológicos em identificar animais negativos na tuberculinização, Lilenbaum &Fonseca (2006), observaram positividade no ELISA em dois bovinos negativos natuberculinização, os quais foram posteriormente confirmados pelo isolamentomicrobiológico.Dos 36 bovinos positivos no ELISA M. bovis, 35 foram negativos e uminconclusivo na tuberculinização. O TCC é amplamente usado para avaliar odesempenho dos testes ELISA de tuberculose bovina (Waters et al. 2011; Medeiroset al. 2010), porém a inversão observada entre as respostas celular e humoral, nasdiversas fases da infecção (Ritacco  et  al. 1991; Welsh  et  al. 2005), limitam o TCCcomo balizador dos testes sorológicos (Vidal, 2013). Considerando a relaçãoinversa entre a resposta imune mediada por células e humoral contra M. bovis, oteste intradérmico e os testes sorológicos buscam mensurar respostasimunológicas diferentes, que se desenvolvem em estágios distintos da infecção(Pollock et al. 2001). Nos bovinos os linfócitos T são as primeiras células
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envolvidas na reação à tuberculose, com a evolução da doença ocorre o progressoda resposta imunológica celular para humoral. A resposta celular diminui e há umaumento da resposta humoral baseada em anticorpos IgG 1 (Welsh et al. 2005;Schiller et al. 2010). Contudo, a resposta humoral não parece ser capaz decontrolar a infecção, a progressão da enfermidade e o aumento da carga bacteriana(Welsh et al. 2005).A utilização do diagnóstico sorológico como ferramenta complementar aoexame de tuberculinização é bastante discutida, especialmente devido à variávelsensibilidade (18-73%) (Wood et al. 1992; Casal et al. 2014).  De acordo comBuddle et al. (2013), as variações na sensibilidade diagnóstica dos ensaios ELISAde tuberculose podem ser em decorrência do estágio de infecção ou ainda, pelasdiferenças na virulência e antigenicidade das cepas de M. bovis. A respostasorológica varia de acordo com o tipo de antígeno utilizado, alguns já foramdescritos como potenciais alvos de diagnóstico (ESAT-6, CFP-10, MPB-70), emboraa 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 foramdetectados 12 semanas (Lyashchenko et al. 1998) e 20 meses (Fifis et al. 1992)após infecção experimental. O teste ELISA M. bovis Ab IDEXX utilizado neste estudodetecta anticorpos contra MPB-83 e MPB-70. A reposta desencadeada contra MPB-83 é a mais alta e isso sugere que esta proteína seja considerada um bom antígenonos testes sorológicos (Bezos et al. 2014; Waters et al. 2011).A principal contribuição apontada pelos estudos com ELISA de tuberculoseestá no uso complementar aos exames intradérmicos, por meio da identificação deanimais em anergia, ou seja, que apesar de infectados por M. bovis nãodemonstram aumento de volume no local de inoculação da tuberculina (Green  etal.  2009; Koo  et  al.  2005;  Waters  et  al. 2011;  Whelan  et  al. 2010). Da mesmaforma, buscou-se neste estudo a utilização estratégica do ELISA M. bovis junto aoTCC, na tentativa de identificar animais infectados não detectados pelo exame detuberculinização. Assim, 36 bovinos de seis rebanhos (B,C,D,E,F,G) foramidentificados no ELISA M. bovis. Apesar dos anticorpos anti MPB-83 serem maisprecoces, diante os resultados obtidos na inspeção macroscópica das carcaças,cultura e PCR, esperava-se maior número de animais com lesões e isolamento/PCRpositivo. Isto porque segundo Pollock et al. (2006), as lesões primárias datuberculose aparecem geralmente de 7 a 11 dias após infecção e são pequenas, decor amarelo pálida e com núcleo caseoso; conforme essas lesões progridem ocorreo desenvolvimento de necrose, mineralização e fibrose. Embora as recomendaçõesde uso do ELISA tuberculose, sejam para detectar animais em estágios avançadosda doença, nessas condições de campo, não foi possível a detecção de lesõespatológicas em 24 dos 27 bovinos com sorologia positiva para TB. Diversosestudos relatam que a detecção de anticorpos anti M. bovis se dá em estágiosavançados da doença ou em casos de tuberculose disseminada, sendo que emestágios iniciais a resposta humoral é baixa ou ausente, aumentandosubstancialmente com a evolução da doença (McNair  et  al. 2007;  Neill  et  al.1994;  Pollock  et  al.  2001;  Pollock  & Neill 2002;  Ritacco  et  al.  1991;  Schiller  etal. 2010;  Welsh et  al.  2005).Dos oito rebanhos avaliados, três (A,D,F) apesar de não terem histórico dainfecção ou animais positivos no último exame de tuberculinização, sendo umrebanho (F) inclusive certificado como livre para brucelose e tuberculose, foramdetectados animais com anticorpos anti-M. bovis.  Todas as propriedades
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comercializavam leite e por isso eram frequentemente avaliadas por meio de umarotina de exames recomendados pelo PNCEBT. Testes consecutivos detuberculinização podem atuar como um booster para produção de anticorpos,aumentando assim a resposta humoral de bovinos infectados para tuberculose(Harboe et al. 1990). Souza et al., (2012), sugerem que a  absorbância encontradano ELISA em bovinos provenientes de rebanhos livres para tuberculose foi similaraos níveis encontrados em bovinos positivos no TCC, provavelmente devido àssucessivas tuberculinizações necessárias para aquisição do status de livre. Outrapossibilidade para identificação de animais positivos no ELISA em rebanhoscontrolados é a sensibilização de animais negativos com micobactérias ambientais,ocasionando reações cruzadas entre os antígenos micobacterianos (Meneses et al.2015).  O genoma de M. bovis é constituído por aproximadamente 4 mil genescodificantes para proteínas e muitas delas são comuns a micobactérias nãopatogênicas (Garnier et al. 2003). Pode ser que a ausência de lesões de tuberculosee o isolamento microbiológico negativo para M. bovis, nos tecidos dos reagentes doELISA, estejam relacionadas à possíveis reações cruzadas no exame com asmicobactérias ambientais. Na tentativa de aperfeiçoar a acurácia do ELISA detuberculose, pesquisadores do Brasil (Souza et al., 2012) desenvolveram o ELISAcom o emprego das proteínas CFP-10, ESAT-6, Mb0143, MPB83, PE5, PE13,TB10.4, TB15.3 e uma quimera das proteínas recombinantes (ESAT-6/MPB70/MPB83). Segundo os autores o ELISA com a quimera ESAT-6/MPB70/ MPB83 foiútil para discriminar entre bovinos positivos e negativos antes da aplicação do TCCe obteve sensibilidade de 83,2% e especificidade 86,5%.Apenas três animais (11%) positivos no ELISA M. bovis apresentaram lesõessugestivas de tuberculose ao abate. O desempenho do ELISA IDEXX avaliado emrebanhos da Irlanda demonstrou que a sensibilidade aumenta quando na presençade lesões, variando de 90% em bovinos positivos no TCC e/ou Interferon gamma(IFN-γ) até 20% nos animais negativos em ambos os testes e sem lesões ao abate(Waters et al. 2011). Esses autores verificaram 63% de sensibilidade do exame(ELISA M. bovis IDEXX) em soro sanguíneo de bovinos reagentes aos testes detuberculinização intradérmica e/ou histopatológico e/ou cultura. Já o estudorealizado por Souza et al. (2016) a sensibilidade do ELISA IDEXX foi de 2,5%, embovinos positivos no teste de tuberculinização e com presença de lesões em 55%(22/40) das carcaças. De acordo com Seva et al. (2014), todos os animais reagentesisoladamente ou não, nos exames ELISA e tuberculinização são consideradospositivos para tuberculose. Sendo assim, 80 bovinos positivos no TCC e 36 noELISA M. bovis estariam infectados, porém o fato das amostras de vísceras de 25dos 27 bovinos eutanasiados no ELISA M. bovis não terem apresentado lesões eresultado negativo no isolamento e PCR corroboram com a incerteza da infecção.As variações observadas na sensibilidade diagnóstica dos ensaios ELISA detuberculose é também influenciada pela prevalência da doença. A sensibilidade dostestes sorológicos parece ser mais baixa em países onde o controle da doença ébem sucedido, como Estados Unidos e Nova Zelândia, do que nos países com maiorprevalência, como Irlanda e Grã-Bretanha (Waters et al. 2011; Buddle et al. 2013).A evolução da doença pode explicar a anergia de alguns bovinos infectados aostestes de hipersensibilidade tardia. A ausência da resposta celular nos animaisinfectados 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 detecção de anticorpos é baixa ou ausente nos estágios iniciais e que amedida que a doença avança, a sensibilidade aumenta (Waters et al. 2011).A escolha do teste e o ponto de corte utilizado para definir um animal comoinfectado é estabelecido pela relação inversa entre sensibilidade e especificidadedentro do contexto epidemiológico local. A alta sensibilidade aumenta aprobabilidade de detectar animais infectados, mas em situações de menorprevalência, a alta especificidade é importante para reduzir o número de falso-positivos e, portanto, o abate desnecessário de animais (Nuñez-Garcia et al. 2017).
CONCLUSÃOA baixa associação dos resultados obtidos no ELISA M. bovis com os examesmacroscópico, histológico e isolamento microbiológico apontam para a fragilidadedo desempenho do ELISA em condições in situ.
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Legendas das Tabelas e Quadros

Tabela 1. Resultados dos exames de tuberculinização (TCC), ELISA M. bovis,Inspeção Macroscópica, Histopatológico (HE) e Isolamento de M. bovis(Cultura e PCR) realizados a partir de amostras de bovinos provenientes depropriedades de exploração leiteira da região do Triângulo Mineiro e AltoParanaíba - MG, Brasil, 2017.

Lista de Figuras

Figura 1. Pulmão observado durante a necropsia, com granuloma contendo massacaseosa, de consistência pastosa e amarela, identificada em um bovino (rebanho C)positivo no ELISA M.bovis, Minas Gerais, Brasil, 2017.
Figura 2. Fotomicrografia de pulmão identificada em bovino (rebanho C) positivono ELISA M.bovis, Minas Gerais, Brasil, 2017. A. Reação granulomatosacaracterizada por necrose caseosa central e circundada por tecido conjuntivofibroso HE. 10x B. Parênquima pulmonar com células inflamatórias mononuclearese células gigante tipo Langhans. Citoplasma amplo e núcleos dispostos na periferiada célula. HE. 40x.
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Tabela 1.

N: Total de bovinos avaliados no TCCn: Total de bovinos avaliados no ELISA M. bovisNR: exame não realizado

Rebanho Bovinos
testados
TCC (N)

Positivos
TCC

Inconclusivo
TCC

Reteste dos
Inconclu-
sivos

Prevalência
TCC (%)

Bovinos
testados
ELISA M.
bovis (n)

Positivos
ELISA M.
bovis

Eutanasiados
ELISA M. bovis

Lesões
inspeção
macroscópica

Histopatológico
HE

M. bovis

Cultura PCRA 99 0 0 0 0 40 0 0 NR NRNR101000

NR NRB 50 1 1 1 4,0 50 0 0 NR NR NRC 92 2 6 1 3,2 92 3 3 2 1 1D 155 0 0 0 0 50 2 1 0 0 0E 164 41 29 7 29,2 92 6 2 1 1 1F 660 0 0 0 0 148 5 2 0 0 0G 90 8 12 3 13,3 40 3 2 0 0 0H 334 9 17 7 4,8 334 17 17 0 0 0
TOTAL 1644 61 65 19 4,8% 846 36 27 3 2 2 2
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Figura 1.

Figura 2.
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INTERCORRÊNCIA DA PARATUBERCULOSE EM BOVINOS REAGENTES NA
TUBERCULINIZAÇÃO1Mariana A. Souza2*, Anna M.C. Lima3, Nicole P. Soares2, Alessandra A. Medeiros-Ronchi4, Pedro P.F. Albuquerque5, Rinaldo A. Mota6, Leandro C. Rezende7 e AntônioA. Fonseca-Júnior7

ABSTRACT.- Souza M.A., Lima, A.M.C., Soares N.P., Medeiros-Ronchi A.A.,Albuquerque P.P.F., Mota R.A., Rezende L.C., Hodon M.A. & Fonseca-Júnior A.A.2016. [Intercurrence between paratuberculosis in cattle reagents to
intradermal tuberculin test.] Intercorrência da paratuberculose em bovinosreagentes na tuberculinização comparada. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-
00. Faculdade de Medicina Veterinária, Universidade Federal de Uberlândia, RuaCeará, s/nº, Bloco D, sala33, Laboratório de Doenças Infectocontagiosas,Uberlândia, MG 38400-902, Brasil. E-mail: mari_assuncao@yahoo.com.brThe intradermal tuberculin test is the main test used for screening of bovinetuberculosis (TB), however false positive reactions may occur in the presence ofother non-tuberculous mycobacterias (NTM). The purpose of this study was toperform the differential diagnosis for paratuberculosis (PTB), in cattle positive tocomparative cervical tuberculin (CCT). A herd of 334 animals were evaluated inCCT, ELISA TB IDEXX®, and ELISA PTB IDEXX®. All animals reagents in CCT wereeuthanized and necropsied. Fragments of lymph nodes, lungs and intestines werecollected and analyzed for histopathology methods, as hematoxylin-eosin staining(HE). Lung samples and lymph nodes (retropharyngeal, submandibular, cervicaland 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 CCTidentified sixteen animals reagents. Any macro or microscopic lesions wereidentified as suggestive for TB, and also was not detected the DNA of M. bovis inqPCR. 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 histopathologymethods. 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 forMAP may caused inespecific reactions in tuberculin. Despite limitations related tothe specificity of intradermal test, in the epidemiological viewpoint, the exam is thebest available test for the sanitation herds with TB.INDEX TERMS: Tuberculosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, cattle, serology.
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6 Departamento de Medicina Veterinária Preventiva UFRPE, Rua Dom Manoel de Medeiros s/n.Dois Irmãos, Recife PE 52171-900 Brasil.7 Laboratório Nacional Agropecuário de Minas Gerais (LANAGRO/MG) - Ministério da Agricultura,Pecuária e Abastecimento, Pedro Leopoldo, MG. Avenida Rômulo Joviano, s/n, Centro, PedroLeopoldo, MG 33600-000 Brasil.
RESUMO.- O exame de tuberculinização intradérmica é o teste maisutilizado no mundo para detecção de bovinos com tuberculose (TB), porémreações falso-positivas podem ocorrer na presença de outras micobactérias nãotuberculosas (MNT). Objetivou-se com este estudo pesquisar a intercorrência daparatuberculose em bovinos reagentes no teste cervical comparativo dediagnóstico de tuberculose. Para isto, 334 bovinos foram avaliados pelo testecervical comparativo (TCC), ELISA de TB IDEXX® e ELISA PTB IDEXX®. Todos osanimais positivos no TCC foram eutanasiados e necropsiados. Fragmentos delinfonodos, pulmões e intestinos foram colhidos e analisados por métodoshistopatológicos, com coloração de Hematoxilina-Eosina (HE). Amostras depulmão e linfonodos (retrofaríngeo, submandibular, cervical e mediastínico) dosanimais positivos no TCC foram avaliadas pela qPRC de M. bovis, e intestinos elinfonodos mesentéricos na PCR de PTB. Dezesseis bovinos foram reagentes noTCC. Nesses, não foram identificadas lesões macro ou microscópicas sugestivas deTB e também não foi detectado a presença de M. bovis na qPCR. Entretanto, nasamostras de nove animais (9/16), identificou-se o DNA de M. avium subsp.

paratuberculosis (MAP) e em doze carcaças (12/16) foram visualizadas lesõescaracterísticas de PTB, as quais foram confirmadas pelos métodoshistopatológicos. Em outros nove animais do rebanho detectou-se anticorpos anti-MAP e em dezessete anti-M. bovis. Nenhum dos positivos no ELISA TB ou PTBreagiram no TCC. A infecção por MAP pode ter causado reações inespecíficas natuberculinização. Apesar das limitações relacionadas à especificidade do testeintradérmico, do ponto de vista epidemiológico, o exame é o melhor testedisponível para o saneamento de rebanhos com tuberculose.TERMOS DE INDEXAÇÃO: Tuberculose, Mycobacterium bovis, Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis, bovino, sorologia.

INTRODUÇÃOA tuberculose bovina (TB) é uma doença de importância econômica e zoonótica,causada por agentes bacterianos do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT),cuja principal espécie causadora é M. bovis (Corner et al. 2012), porém outrasespécies 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 gênero Mycobacterium compreende o complexo
Mycobacterium avium-intrecellulare (MAC), formado por cepas não tuberculosas asquais 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 não são virulentas para bovinos, comexceção de M. avium paratuberculosis (MAP), que provoca enterite infecciosa denatureza granulomatosa incurável, caracterizada por diarréia crônica eintermitente, emagrecimento, queda na produção e aumento da susceptibilidade aoutras infecções (Yamasaki et al. 2010).
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Os programas de controle da TB são baseados no método de diagnósticopadrão, que é o teste intradérmico com derivados protéicos purificados (PPD),utilizados para identificação e eliminação de animais doentes (OIE, 2013). Aqualidade dos testes de diagnóstico para detecção de animais infectados com M.
bovis sempre foi um grande desafio para o controle da TB. Atualmente nenhumadas opções de exames disponíveis permite a discriminação completa entre animaiscom e sem infecção (Seva et al. 2014). As principais limitações dos testesdisponíveis estão relacionadas à sensibilidade e especificidade diagnóstica, queresultam em reações falso-positivas devido à existência de infecções cruzadas, eainda reações falso-negativas, inerentes ao estado de anergia de alguns animais(Álvarez et al. 2012). Este cenário dificulta a tomada de decisão para a aplicação demedidas sanitárias e em parte afetam o avanço dos programas de erradicação quetêm por objetivo o controle e erradicação da doença (Bezos et al. 2014).O exame de tuberculinização intradérmica é o teste padrão mais utilizadono mundo para detecção de bovinos com tuberculose (Seva et al. 2014). O testecervical comparativo (TCC), o qual utiliza PPD bovino e aviário ganha emespecificidade sobre o teste cervical simples (TCS), superando um dos problemasassociados, como as reações inespecíficas com micobactérias não tuberculosas(MNT), e em sensibilidade quando comparado ao teste da prega caudal (TPC), umavez que a região cervical parece ser de duas a três vezes mais sensível que a regiãoda cauda (Monaghan et al. 1994). Uma das principais limitações do diagnóstico in
vivo e in vitro da tuberculose, tem sido a reatividade cruzada, com respostasinduzidas por outras MNT, com destaque para o MAP, considerado a principalcausa de reações falso-positivas no exame intradérmico (Aranaz et al. 2006),  ecuja ocorrência tem sido descrita em diversas regiões do Brasil, Pará (Silva, 2005),Pernambuco (Mota et al. 2007), Rio de Janeiro (Yamasaki et al. 2010), Minas Gerais(Carvalho et al. 2012), Paraíba (Medeiros et al. 2012) e Rio Grande do Sul (Fiss etal. 2015).Na tentativa de aumentar a sensibilidade diagnóstica, examescomplementares como interferon gama (IFN-γ) (Wood & Jones, 2001) e enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Waters et al. 2011) são recomendados. Aoutilizar estes exames simultaneamente, o animal será considerado positivo paratuberculose, com resultado positivo em qualquer um ou ambos os exames, enegativo, com resultado negativo nos dois exames (Seva et al. 2014). Nesse mesmosentido, os ensaios de reação em cadeia pela polimerase (PCR) possibilitaram boamelhoria na sensibilidade diagnóstica e que ainda é aumentada se utilizada a PCRem tempo real (qPCR), por garantir a melhor precisão, reprodutibilidade econtrole de qualidade do processo, reduzindo contaminações e por permitir aanálise de um grande número de amostras em curto intervalo de tempo (Sales etal. 2014).Para garantir o controle da TB, reduzindo a prevalência da doença, testes dediagnóstico sensíveis e mais específicos são necessários para o avanço naestratégia de controle em direção à erradicação. Além disso, mais estudos quedemonstrem a correlação das alterações patológicas com os resultados dos testesde diagnóstico, em animais co-infectados com M. bovis e MAP em condições decampo são necessários. Diante disso, o objetivo deste estudo foi pesquisar aintercorrência da paratuberculose em bovinos reagentes no teste cervicalcomparativo de tuberculose.
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MATERIAL E MÉTODOS

CEUA. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética na Utilização de Animais -CEUA da Universidade Federal de Uberlândia, sob o protocolo nº 066/14.
Local e Animais. Propriedade de exploração leiteira localizada noMunicípio de Uberlândia MG. Foram avaliados bovinos da raça Holandesa deambos os sexos, com idade entre seis meses e 20 anos.
Histórico da propriedade. Desde o ano de 2005, houve registros debovinos reagentes no exame de tuberculinização comparada, tendo sidoidentificados pelo menos 14 bovinos positivos.
Tuberculinização. Foram examinados 334 bovinos pelo TCC, de acordocom os critérios recomendados pelo Programa Nacional de Controle e Erradicaçãoda Brucelose e Tuberculose – PNCEBT. Utilizou-se cutímetro Suprivet de pressão eseringas semi-automáticas multidose McLintock. As tuberculinas PPD bovina eaviária foram adquiridas do laboratório TECPAR/PR, partida PPD bovino 001/12 ePPD aviário 003/12, fabricação Nov/2012. Os resultados das diferenças (∆B - ∆A)foram interpretados de acordo com Regulamento Técnico do PNCEBT (Brasil,2006). Os bovinos com resultado positivo no TCC foram encaminhados paraeutanasia, e os inconclusivos retestados num prazo de 60 dias.
Patologia. Todos os bovinos positivos no TCC foram eutanasiados enecropsiados; carcaças e vísceras foram avaliadas macroscopicamente, e as lesõesregistradas e fotografadas. Durante a inspeção das carcaças, observou-se lesõessugestivas de paratuberculose, por isso foi realizado também o diagnósticodiferencial dessa doença.Fragmentos de aproximadamente 1,5cm de pulmão, intestinos, linfonodosretrofaríngeo, submandibular, cervical, mediastínico e mesentérico foram colhidose armazenados em frasco plástico esterilizado, contendo formol a 10%. O materialfoi identificado e encaminhado ao Laboratório de Patologia Animal da UFU. Asamostras foram submetidas às técnicas rotineiras de desidratação, diafanização einclusão em parafina. Foram feitos cortes de 4μm em micrótomo (LEICA 2125)  eobtido duas lâminas histológicas de cada bloco, as quais foram submetidas àcoloração de HE.
qPCR M. bovis. Amostras de pulmão, linfonodos retrofaríngeo,submandibular, cervical e mediastínico dos animais positivos no TCC, foramcongeladas e encaminhadas ao Laboratório Nacional Agropecuário (LANAGRO) doMinistério da Agricultura Agropecuária e Abastecimento (MAPA), em PedroLeopoldo MG.A extração do DNA foi realizada com o kit comercial DNeasy Blood & Tissuekit (Qiagen, Germany) conforme recomendações do fabricante, sem modificações(Moura et al., 2016). As amostras de DNA extraído foram submetidas a PCRquantitativa (qPCR) no termociclador QuantStudio 7 Flex™ Real-Time PCR System(Life Technologies, USA). A reação de amplificação foi realizada com um volumefinal de 25µL, sendo 3µL de DNA (100ng), 4.0µL de água DEPC, 12.5µL de RealQPCR 2 x Master Mix (Amplicon, Denmark), 4.0µL de MgCl2 (25nM). Os primers eprobes utilizados na qPCR tinham como alvo o gene que codifica a região dediferença 4 (RD4) e do elemento de inserção IS1081. A sequência RD4 foiamplificada e detectada por meio da utilização dos primers RD4 Mbo.RD4.88.F(CGCCTTCCTAACCAGAATTG) e Mbo.RD4.88.R (GGAGAGCGCCGTTGTAGG) e aprobe Mbo.RD4.88.S (5’ FAM-AGCCGTAGTCGTGCAGAAGCGCA-BHQ1 3’). Para a
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amplificação e detecção do elemento IS1081 os seguintes primers foram utilizados:M.bo.IS1081.124.F (AGGAACGCCTCAACCGAGAG) e M.bo.IS 1081.124.R(CCTTCGATCCATTCGTCGTG), e a probe Mbo.IS1081.124.S (5’ FAM-CGACGCCGAACCGACGTCGTC-BHQ1 3’).O esquema de ciclagem utilizado foi: 50°C por 2min, 95°C por 10min e 50ciclos a 95°C por 15s e 60°C por 1min. As amostras consideradas positivas foramaquelas que amplificaram em um Cq menor ou igual a 42. Todas as amostras queamplificaram com Cq acima desse valor foram consideradas negativas.  O controlepositivo utilizado foi o DNA da estirpe de referência de M. bovis AN5.
ELISA TB. De todos os 334 bovinos avaliados no TCC, foram colhidos 5mLde sangue por meio de punção da veia coccígea, o material foi transportadorefrigerado (2 a 8ºC) ao Laboratório de Doenças Infectocontagiosas (LADOC) daFaculdade de Medicina Veterinária (FAMEV) da UFU, e centrifugado a 3.000 x g por5 minutos. Em seguida, as amostras de soro foram acondicionadas em microtubostipo eppendorf e congeladas a -20ºC até a realização dos exames.Para o diagnóstico sorológico 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 instruções do fabricante. A leitura dasabsorbâncias foi realizada a 450nm em espectrofotômetro de placas  ThermoPlate,e  o  resultado  avaliado  pelo  programa xCheck 3.3 IDEXX Laboratories. Paravalidação do exame utilizou-se como critérios: CP ≥ 0,300 e CN ≤ 0,200. Ainterpretação dos resultados foi determinada pela relação da absorbância(Amostra/Positivo). Relação A/P= [(Amostra A(450) - CN) / (CP - CN)].Amostras com relação A/P igual ou maior que 0,30 foram consideradas positivaspara anticorpos contra M. bovis, e amostras com relação A/P inferior a 0,30 foramconsideradas negativas.
ELISA PTB. Para o diagnóstico sorológico da PTB utilizou-se o kit comercialde 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 comas instruções do fabricante. Os valores de densidade óptica (DO) das amostras econtroles foram medidos em espectrofotômetro de placas a 450nm. Para validaçãodo exame utilizou-se como critérios: CP ≥ 0,350 e CP / CN(DO 450) ≥ 3,00. Ocálculo dos resultados foi determinado pela relação: 100 x [(Amostra A(450) –CN(DO 450) / (CP – CN(DO 450)]. A interpretação dos resultados foi realizadaconsiderando-se os seguintes parâmetros: amostras com relação A/P% ≤ 45%Negativas; 45% < A/P% < 55% Suspeitas e A/P% ≥ 55% Positivas.
PCR IS900. Amostras de intestino, válvula íleo cecal e linfonodosmesentéricos dos animas positivos no TCC, foram colhidas em frascosesterilizados, e armazenadas em ultrafreezer a -80°C. O material foi encaminhadocongelado ao Laboratório de Bacterioses do Departamento de MedicinaVeterinária Preventiva da Universidade Federal Rural de Pernambuco.Para a extração do DNA, aproximadamente 0,03mg de cada amostra detecido foi devidamente macerada e posteriormente utilizou-se o kit comercialWizard® SV Genomic DNA Purification System para realização da extração do DNAde acordo com as recomendações do fabricante.O DNA extraído foi submetido às amplificações em um volume final de 15Lcontendo: 5µL de DNA genômico; 0,5µL dos primers específicos para IS900 a20pMol (DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ e o DR-1: 5’-
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CCGTAACCGTCATTGTCCAG-3’); 2,75µL de água Mili-Q ultrapura e 6,25µL deMasterMix (mistura para PCR - Promega®) de acordo com o protocolo dofornecedor. O perfil térmico das reações foi realizado em um termociclador XPThermal Cycler (Bioxer Technology CO. LTD) com desnaturação inicial a 96°C por5 minutos, em seguida 35 ciclos a 95°C por 1 minuto cada, anelamento a 58°C por 1minuto e extensão 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 doMAP foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com bluegreene visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados (Taddei et al. 2008).Como controle positivo utilizou-se o DNA de uma cepa de Map cedida gentilmentepelo LANAGRO Minas Gerais, identificada como “Nakajima 1991”.
Estatística: Para verificar a independência entre os resultados, empregou-se o teste de qui-quadrado de McNemar. Para a comparação dos exames ELISA TBe TCC foi realizado o cálculo do Índice Kappa de concordância, com intervalo deconfiança de 95%, no programa BioEstat (versão 4.0) (Ayres et al. 2005).

RESULTADOS

TuberculinizaçãoDos 334 bovinos avaliados pelo teste cervical comparativo, 9 foram consideradospositivos e 17 inconclusivos. Após 60 dias, o reteste dos inconclusivos identificoumais 7 bovinos positivos. A oscilação das reações nos animais reagentes variou de0,5 a 4mm (∆A); 4,3 a 8,8mm (∆B) e 4 a 5,2mm (∆B - ∆A). No total, 16 bovinospositivos no TCC foram encaminhados para eutanásia.
Achados de necropsia no TCCNa inspeção macroscópica das carcaças não foram visualizadas lesõessugestivas de tuberculose, os achados anatamo-patológicos mais evidentes foram oespessamento da mucosa dos intestinos, encontrado em 12 dos 16 bovinosnecropsiados. A superfície mostrava-se irregular, de aspecto avermelhado,semelhante à circunvoluções cerebrais, com dobras transversais bem evidentes(Fig. 1). O ceco também apresentava espessamento da mucosa e havia nodulaçõescom aspecto polipóide. Em nove carcaças foram encontrados nódulos de váriostamanhos na serosa e mucosa intestinal, apresentando-se amarelos, algumas vezescom halo hiperêmico ao redor e com o centro branco acinzentado.   Os linfonodosmesentéricos e ileocecais estavam aumentados de volume, com aspecto escuro naregião medular. Em três animais identificou-se nódulos esbranquiçados na regiãocortical dos linfonodos, os quais apresentavam acúmulo de líquido de aspectoleitoso no seio medular (Fig. 2). Em cinco carcaças o baço estava aumentado devolume e pulposo. Ao corte observou-se folículos linfóides proeminentes; nosdemais órgãos não foram observadas alterações macroscópicas.
Achados histopatológicosOs principais achados histopatológicos foram observados no intestinodelgado e linfonodos mesentéricos e identificados como enterite, linfangite,linfangiectasia e linfadenite granulomatosa. No intestino as alteraçõescaracterizavam-se por vasos linfáticos dilatados e inflamados infiltradoinflamatório intenso na lâmina própria da mucosa e submucosa, (Fig. 3), compostopor linfócitos, macrófagos epitelióides, plasmócitos e eosinófilos; hiperplasia de
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glândulas caliciformes; hipertrofia da muscular. Nos linfonodos mesentéricosobservou-se formações nodulares granulomatosas circundada por célulasinflamatórias (linfócitos e plasmócitos); necrose caseosa e calcificação (Fig. 4).Destaca-se que a Fig. 4 corresponde ao aspecto microscópico da Fig. 2.O aspecto microscópico dos nódulos presentes na submucosa do intestino,caracterizou-se por um centro necrótico, com infiltrado de células inflamatórias,constituído por linfócitos, macrófagos e eosinófilos, o que sugeriu o quadro deesofagostomose, tanto pelo aspecto macro quanto microscópico.
ELISA TBDentre as 334 amostras de soro avaliadas, o ELISA M. bovis Antibody Test(IDEXX®) identificou 17 animais positivos, com densidade óptica média variandode 0,333 a 2,637 e relação A/P superior a 0,30. A densidade óptica média docontrole positivo foi maior que 0,30 e negativo menor que 0,20. Todos os bovinospositivos no ELISA M. bovis foram considerados negativos no TCC.A concordância obtida na comparação dos testes ELISA TB e TCC foi de90,1%, com coeficiente Kappa= -0.05, denotando fraca replicabilidade entre osexames. A diferença entre esses resultados não foi significativa pelo teste deMcNemar, com X2= 0.0 (p>0,05) (Tabela 1).
qPCR M. bovisDas amostras de tecido (pulmão, linfonodos retrofaríngeo, submandibular,cervical e mediastínico) provenientes dos 16 bovinos positivos no TCC, não foidetectado o DNA de M. bovis.
ELISA PTBDas 334 amostras de soro avaliadas, o ELISA M. avium subsp.
paratuberculosis Antibody Test – IDEXX® detectou anticorpos anti-MAP em 9animais, com valor de densidade óptica média maior que 0,777 e relação A/Psuperior a 0,70. A densidade óptica média do controle positivo foi maior que 0,70 enegativo menor que 0,60. Todos os bovinos positivos no ELISA PTB foramnegativos no TCC para tuberculose. Nesses animais a reação no PPD aviário (∆A)variou de 0,5 a 2,7mm.
PCR IS900Das amostras de intestino e linfonodos mesentérico avaliadas na PCR,proveniente dos 16 bovinos reagentes no TCC, 9 amostras amplificaram asequência genética IS900 específica de M. avium subsp. paratuberculosis,totalizando assim 9 animais positivos na PCR de PTB.

DISCUSSÃOA frequência da TB determinada por meio do TCC foi de 4,8% no rebanhoestudado. Na necropsia dos positivos, não foram identificadas lesõesmacroscópicas típicas da tuberculose nas carcaças, e o exame histopatológico dasamostras de tecido também não detectou alterações características da doença.Situações em que bovinos positivos na tuberculinização não apresentam lesõespodem ocorrer, tais condições podem estar associadas à infecções recentes,sensibilização com micobactérias não tuberculosas; infecção latente ou infecções
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intercorrentes com bactérias pseudotuberculosas como Corynebacterium
pseudotuberculosis (Trylich, 1960). Outro exame complementar ao diagnósticointradérmico e utilizado neste estudo, foi a qPCR. Neste, também não foiidentificada a presença do DNA de M. bovis, em nenhuma amostra proveniente dosbovinos positivos no TCC. Apesar de ser considerado um método muito sensívelpara detecção de agentes infecciosos, o exame é influenciado pelo tipo de extração(Moura et al. 2016),  de acordo com esses autores, o kit de extração queproporciona melhor sensibilidade analítica 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, aprevalência de bovinos com tuberculose no rebanho foi de 9,8%. A presença deanticorpos anti-M. bovis em 17 bovinos reforça a ocorrência da tuberculose norebanho avaliado. O fato dos animais positivos no ELISA TB, não terem sidopositivos no exame intradérmico, não descaracteriza o quadro da doença.Considerando a relação inversa entre a resposta imune mediada por células ehumoral contra M. bovis, o teste intradérmico e os testes sorológicos buscammensurar respostas imunológicas diferentes, que se desenvolvem em estágiosdistintos da infecção (Chapinal et al. 2012). O progresso da resposta imunológicacelular para humoral ocorre nos estágios mais avançados da tuberculose, por isso,os ensaios baseados em anticorpos, mostram-se úteis como testes complementaresaos ensaios baseados na resposta celular, auxiliando na identificação de bovinosem estágios mais avançados da doença, com resultados falso-negativos natuberculinização, devido ao estágio de anergia dos animais (Welsh et al. 2005;Waters et al. 2011).Dos 16 bovinos positivos no TCC, 12 animais apresentaram lesõesmacroscópicas e histológicas sugestivas de PTB e em nove foram detectados o DNAde MAP. Embora seja o teste oficial para o controle da TB em diversos países, oteste intradérmico com PPD tem apresentado limitações, principalmenterelacionados à especificidade (Menin et al. 2013), M. avium subsp. paratuberculosisé considerado a principal causa de reações falso-positivas no exame intradérmico(Biet & Boschiroli, 2014). O extrato bacteriano PPD é uma mistura complexa deproteínas, lipídeos, açúcares e ácidos nucléicos, sendo muito desses componentesinclusive, compartilhados por inúmeras espécies de micobactérias (tuberculosasou não). Essa complexidade antigênica é, provavelmente, a principal causa deocorrência de reações inespecíficas nos testes de tuberculinização (Monaghan et al.1994). As MNT podem coexistir no rebanho ou no mesmo animal, levando a errosde diagnóstico tanto a nível individual como de rebanho (Biet & Boschiroli, 2014).A presença de lesões macroscópicas e histológicas sugestivas de PTB, e aamplificação do material genético do MAP confirmam a ocorrência da doença norebanho estudado. Dentre os positivos, todas eram fêmeas, com idade entre 7meses e 9 anos e nenhum dos animais tinham histórico clínico da doença. Deacordo com Mota et al. (2007) a ausência de sinais clínicos não descarta a presençada infecção no rebanho, nesses casos é necessário a combinação de técnicas dediagnóstico para a confirmação de animais infectados. Segundo Larsen et al.(1975), as manifestações clínicas são observadas geralmente após três anos deidade, porém o MAP pode permanecer incubado por um período que pode variarde menos de 6 meses até 15 anos, causando sinais clínicos tardios (Fiss et al.2015).
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O espessamento da mucosa intestinal, alterações nos vasos linfáticos domesentério e nos linfonodos mesentéricos, que histologicamente correspondem aenterite, linfangite e linfadenite granulomatosa, são usualmente descritas naparatuberculose bovina (Chiodini et al. 1984). Estas lesões foram observadas nosanimais necropsiados em diferentes graus de intensidade. A variação naintensidade das lesões está relacionada ao estágio da infecção, a imunidade doanimal, a susceptibilidade do hospedeiro e à cepa de MAP (Menendez, 1990). Adetecção do DNA de MAP confirma a etiologia da paratuberculose no rebanhoestudado. Embora nenhum teste até o momento, seja suficientemente capaz dedetectar todos os animais infectados, o diagnóstico da paratuberculose requerenfoque multidisciplinar com atenção dirigida as manifestações clínicas epatológicas, resposta imunológica e detecção do agente etiológico (Gomes et al.2002). Em nove carcaças identificou-se a presença de nódulos na submucosa dointestino delgado, cujas características macro e microscópicas sugerem o quadrode esofagostomose. As larvas desses parasitas formam nódulos no intestino, osquais tendem a ficar encapsulados por uma reação inflamatória por parte dehospedeiros previamente sensibilizados. Com o tempo os nódulos caseificam-se ecalcificam-se (Tessele et al. 2013). De acordo com Mota (1985), as larvas de
Oesophagostomum radiatum vivem em ambientes semelhantes aos demicobactérias atípicas, e nos dois primeiros estágios de vida, as larvas poderiamingerir micobactérias atípicas existentes nesses locais juntamente com matériaorgânica, ou mesmo carrear mecanicamente as micobactérias até o organismoanimal. Após penetração na mucosa do intestino do bovino, a presença do agentepode levar a sensibilização dos animais no teste intradérmico.O exame ELISA paratuberculose detectou anticorpos anti Map em noveanimais (2,7%), os quais eram todos negativos no TCC e nenhum apresentavamanifestações clínicas sugestivas da paratuberculose. Estes animais representamuma importante categoria no controle da paratuberculose, pois além de nãoapresentarem sinais clínicos, eliminam intermitentemente o agente no ambiente emantém a infecção no rebanho (Chiodini et al. 1984). A sensibilidade do examedepende do estágio da infecção, quando a doença encontra-se nos estágios iniciaisou latentes, a sensibilidade é baixa, aproximadamente 15%, e tende a aumentar(75%) com a evolução da doença para a fase clínica ou terminal (Collins et al.2006; Timms et al. 2011). Embora os testes sorológicos não apresentem suficienteacurácia para o diagnóstico individual, são eficientes para determinar rebanhosinfectados e permitem estimar a extensão do problema na propriedade suspeita(Riet-Correa & Driemeier, 2007).Considera-se ainda a possibilidade da co-infecção da TB e PTB no rebanhodo estudo. Infecções mistas de M. avium (incluindo MAP) e M. bovis já foramrelatadas. Seva et al. (2014), tendo por objetivo caracterizar a resposta imune e operfil de lesões em rebanhos infectados com M. bovis e MAP, identificaram quebovinos duplamente infectados, que apresentaram pequenos granulomas ou lesõesiniciais de TB, foram positivos na PCR e sorologia de PTB, porém nenhuma lesãofoi identificada para PTB. Já os animais que tiveram lesões extensas de TB, tambémapresentaram lesões difusas para PTB, demonstrando haver correlação positivacom a gravidade da patologia em animais co-infectados com TB e PTB. Aintercorrência de bovinos reagentes no exame de tuberculinização com aparatuberculose foi também relatada por Balseiro et al. (2003). Os autores
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detectaram lesões granulomatosas associadas à infecção por MAP em 28% (26/91)dos bovinos positivos no exame de tuberculinização. Observou-se também que nanecropsia dos bovinos positivos no exame de tuberculinização, os granulomasestavam localizados exclusivamente nas áreas interfoliculares do tecido linfóideem 16,4% (15/91) dos animais. Outros granulomas foram identificados na lâminaprópria da válvula ileocecal em 12% (11/91) dos bovinos. Por meio da técnica deimunohistoquímica os autores detectaram o MAP em 92% (24/26) dos animaiscom lesões de PTB.  Vale ressaltar que em nenhum desses animais foi verificado apresença de sinais clínicos da PTB, assim como no presente estudo. SegundoBalseiro et al. (2003), a detecção de falsos positivos no exame de tuberculinizaçãoé importante particularmente nas áreas onde há incidência relativamente baixa daTB e pode ser atribuída, em parte, pela reatividade imunológica cruzada comoutras infecções por micobactérias, em especial pelo MAP.Outros estudos apontam que a co-infecção de M. bovis e MAP levaram aresultados não só falso-positivos, mas também falso-negativos (Biet & Boschiroli,2014). Em co-infecções experimentais em que M. avium subsp. avium foiadministrado anterior a M. bovis, os animais não reagiram no exame detuberculinização da mesma maneira quando infectados apenas com M. bovis(Amadori et al. 2002), neste caso, tais resultados podem representar um obstáculoaos programas de erradicação da TB, uma vez que animais falso-negativospoderiam não ser detectados no exame intradérmico, se comportando comoimportantes fontes de infecção da doença. Por isso que, na prática, se o objetivo éerradicar a doença, a habilidade de um teste diagnóstico em detectar todos osanimais infectados (não perdendo animais verdadeiramente infectados comresultado falso negativo) é mais importante do que erro causado pela detecção defalso-positivos (De la Rua-Domenech et al. 2006; Seva et al. 2014). Apesar de nãoserem 100% específicos, países que conseguiram erradicar a TB, utilizaram atuberculinização intradérmica como ferramenta básica em seus programassanitários, este é sem dúvida o melhor teste a ser aplicado em rebanhos nos quais adoença é endêmica e em rebanhos controlados.
CONCLUSÃONas condições de campo estudadas, a infecção por M. avium subsp.

paratuberculosis pode ter causado reações inespecíficas no teste intradérmico detuberculose. Apesar das limitações relacionadas à especificidade do testeintradérmico, do ponto de vista epidemiológico, a tuberculinização é o melhorteste disponível para o saneamento de rebanhos com tuberculose.
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Legendas das TabelasTabela 1. Resultados do ELISA M. bovis em comparação com o Teste CervicalComparativo (TCC) para o diagnóstico da tuberculose em bovinos provenientes deum rebanho leiteiro do município de Uberlândia-MG, 2017.
Legendas das FigurasFig. 1. Mucosa duodenal espessada com aspecto avermelhado, enrugado e/oucerebróide, proveniente de bovino positivo no teste cervical comparativo paratuberculose.Fig. 2. Linfonodo mesentérico com áreas multinodulares irregulares ebrancacentas na região cortical e presença de líquido de aspecto leitoso,proveniente de bovino positivo no teste cervical comparativo para tuberculose.Fig. 3. Fotomicrografia de intestino delgado com mucosa e submucosaapresentando infiltrado inflamatório. HE. Obj. 4x.Fig. 4. Fotomicrografia de linfonodo mesentérico com presença de granuloma. HE.Obj. 4x.
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Tabela 1.

Concordância: 0+ 301 / 334 = 90,1%Kappa: -0,05X2: 0   p > 0.05
Fig. 1

Fig. 2

TCC
ELISA M. bovis Positivo Negativo TotalPositivo 0 16 16Negativo 17 301 318Total 17 317 334
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Fig. 3

Fig. 4.
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CAPÍTULO 4

PREVALÊNCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS À INFECÇÃO POR
Mycobacterium avium SUBSPÉCIE paratuberculosis E PELO VÍRUS DA

LEUCOSE BOVINA EM REBANHOS LEITEIROS
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HERD-LEVEL PREVALENCE AND ASSOCIATED RISK FACTORS FOR

Mycobacterium avium SUBSPECIES paratuberculosis AND BOVINE LEUKEMIA VIRUS

ON DAIRY HERDS

PREVALÊNCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS À INFECÇÃO POR

Mycobacterium avium SUBSPÉCIE paratuberculosis E PELO VÍRUS 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 vírus da leucose bovina

(VLB) são agentes frequentemente encontrados em rebanhos leiteiros no mundo, que

geram importantes perdas econômicas, causadas tanto pela diminuição da produção,

quanto pelo descarte prematuro dos animais. Realizou-se um estudo transversal para

avaliar a situação epidemiológica da paratuberculose bovina (PTB) e leucose enzoótica

bovina (LEB) em rebanhos leiteiros do município de Lagoa Formosa MG. Foram

selecionadas aleatoriamente 40 propriedades de produção leiteira e, dentro de cada uma,

foram colhidas amostras de sangue de vacas de diferentes raças e idades. Um total de

236 amostras foram submetidos aos exames de ELISA Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis e imunodifusão em gel de Agar (IDGA) para LEB. Um questionário

epidemiológico foi aplicado em cada fazenda para identificar os fatores de risco

associados à PTB e LEB. A prevalência de focos de PTB no município foi de 20% (IC

95%: 7,60% – 32,39%) em rebanhos e 6% (IC 95%: 2,98% – 9,02%) para animais. Para

LEB a prevalência 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 análise de

regressão logística para PTB foram: idade (OR = 0,088 [IC 95%: 0.0052 - 1.508]),

manejo dos bezerros após 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 análise de regressão logística para LEB foram:

transfusão sanguínea (OR = 2,32 [IC 95%: 1,34 – 4,038]), assistência médico

veterinária (OR = 2,61 [IC95%: 1.53 – 4,468]) e monta natural (OR = 2,27 [IC 95%:

1,117 – 4,639]). Diante a ocorrência de casos de PTB e LEB nos rebanhos estudados,

sugere-se maior atenção dos produtores e médicos veterinários na adoção de medidas

sanitárias para evitar essas doenças, incorporando elementos de vigilância com base nos

riscos identificados no estudo.

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

Introdução

Em 2016, o Brasil produziu 33,62 bilhões de litros de leite. Minas Gerais foi o

estado com maior produção do país, responsável por 26,7% da produção nacional

(IBGE, 2017). Essa importante representatividade comercial no mercado agropecuário

alerta para a adoção de medidas sanitárias efetivas e aprimoramento na investigação de
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doenças nos rebanhos, para garantir competitividade e qualidade aos produtos. Entre as

doenças que afetam a sanidade dos rebanhos, destaca-se a paratuberculose (PTB) e a

leucose enzoótica bovina (LEB) (SUN et al., 2015).

A PTB também chamada de Doença de Johne é uma infecção caracterizada por

enterite granulomatosa crônica, causada por Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis (MAP), que acomete bovinos, ovinos, caprinos e ruminantes silvestres

(CHIODINI et al., 1984; FECTEAU, 2017). A principal forma de transmissão se dá por

via fecal-oral (DORÉ et al., 2012), mas também pode ocorrer pela ingestão do colostro

e leite proveniente de vacas em estágio sub-clínico ou clínico (SWEENEY et al., 2012),

e ainda por via intra-uterina (WHITTINGTON; WINDSOR, 2009).

A LEB é causada por um RNA vírus da família Retroviridae, denominado Vírus

da Leucose Bovina (VLB). A principal forma de transmissão do VLB é por via

horizontal, que ocorre pela tranferência do vírus presente no sangue, por meio de

práticas como a reutilização de materiais contaminados sem a antissepsia adequada.

Agulhas, luvas de palpação retal, instrumentos cirúrgicos, máquinas para tatuagem,

ferramentas de casqueamento ou qualquer material contaminado oferecem risco para a

transmissão do VLB (CAMARGOS et al., 2004; FLORES, 2007), assim como a

presença de artrópodes hematófagos (KOBAYASHI et al., 2014). Classicamente são

descritas duas formas de manifestação da doença, a forma benigna que cursa com

linfocitose persistente, e a forma maligna que se constitui da formação do linfossarcoma

(DOMENECH et al., 2000).

Mesmo sem apresentarem sintomatologia clínica tais doenças podem provocar

perdas econômicas significativas, caracterizadas pela diminuição na produção de leite e

carne, redução na eficiência alimentar, condenação de carcaças em frigoríficos, descarte

prematuro ou morte de animais; redução na fertilidade, aumento na incidência de

mastite (DIGIACOMO, 1992; GARCIA; SHALLOO, 2015), perdas na exportação para

mercados que requerem animais livres da infecção, custos com o diagnóstico e barreiras

econômicas no comércio internacional (CORDEIRO et al., 1994).

Considerando o impacto econômico da PTB e LEB e a importância de uma

análise epidemiológica para subsidiar medidas profiláticas, objetivou-se com realizar

um estudo soroepidemiológicos 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 Comitê de Ética na Utilização de Animais

(CEUA) do Centro Universitário de Patos de Minas (UNIPAM), sob o protocolo n.°

54/17.

Local

O estudo foi realizado no município de Lagoa Formosa localizado na região do

Alto Paranaíba, estado de Minas Gerais (Figura 1). A localização geográfica do

município encontra-se nas coordenadas 18° 46' 44" de latitude sul e 46° 24' 28"

longitude oeste. O município ocupa uma área de 840,920Km² e apresenta clima tropical,

a temperatura média é de 22ºC e a pluviosidade de 1462 mm/ano (IBGE, 2015).

Figura 1. Localização do município de Lagoa Formosa no estado de Minas Gerais,

Brasil.

Delineamento amostral

O rebanho de bovinos do município é composto por 92.563 cabeças (IBGE

2015), sendo 47.038 acima de 24 meses, distribuído em 1.208 propriedades destinadas à

produção de leite e corte. Optou-se por trabalhar em Lagoa Formosa devido o município

estar localizado na maior bacia leiteira do estado de Minas Gerais, sendo um dos 20

municípios de maior produção de leite do Brasil (IBGE, 2017). Para determinação do

tamanho da amostra foi utilizado o método de estimativa de prevalência em amostra

aleatória simples (THRUSFIELD, 2004). Considerou-se prevalência estimada de 75,8%
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da paratuberculose para rebanhos bovinos (FERNÁNDEZ-SILVA et al., 2014)  e

80,89% para Leucose (AMBRÓSIO, 2015), com  nível de confiança de 95% e erro

estatístico de 8%, totalizando o tamanho mínimo de 200 amostras. Optou-se por

trabalhar com 236 amostras, como margem de segurança.

Foram selecionadas aleatoriamente 40 propriedades nas regiões norte, sul, leste

e oeste, conforme o zoneamento disponibilizado pela prefeitura do município. Foram

colhidas em média seis amostras por fazenda, num total de 10 fazendas por região. Os

rebanhos eram constituídos de animais de várias raças e idades, que se encontravam em

diferentes estágios de lactação e eram criados em sistema intensivo ou semi-intensivo e

submetidos  à ordenha mecânica e/ou manual.

Critérios de inclusão e exclusão

A coleta das amostras foi realizada exclusivamente de vacas em lactação. Os

animais amostrados pertenciam a grupos em idade reprodutiva igual ou supeior a 20

meses e foram escolhidos independente do padrão racial, tipo de ordenha, manejo

nutricional e sanitário. 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 punção da veia coccígea, com

seringas estéreis de 10mL e agulha 25mm x 0,7mm. O sangue foi armazenado em tubos

sem anticoagulante e mantido sob refrigeração em caixas de isopor com gelo.

Encaminhou-se as amostras ao Laboratório de Doenças Infecciosas do UNIPAM, e

centrifugadas a 3.000 x g, por cinco minutos para a extração do soro. As amostras foram

congeladas em microtubos do tipo eppendorf à temperatura de -20ºC até a realização

dos exames.

Exames de diagnóstico

ELISA PTB

O diagnóstico sorológico 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 Laboratório de Doenças Infecciosas do Centro

Universitário de Patos de Minas – UNIPAM, de acordo com instruções do fabricante.
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Os valores de densidade óptica (DO) das amostras e controles foram medidos

em espectrofotômetro de placas a 450nm. Para validação do exame utilizou-se como

critérios: CP ≥ 0,350 e CP / CN(DO 450) ≥ 3,00. O cálculo dos resultados foi

determinado pela relação: 100 x [(Amostra A(450) – CN(DO 450) / (CP – CN(DO

450)]. A interpretação dos resultados foi realizada considerando-se os seguintes

parâmetros: amostras com relação A/P% ≤ 45% Negativas; 45% < A/P% < 55%

Suspeitas e A/P% ≥ 55% Positivas.

IDGA LEB

A presença de anticorpos anti-VLB foi avaliada pelo teste comercial de

imunodifusão em gel de ágar (IDGA), do Laboratório TECPAR®, conforme instruções

do fabricante. A leitura e interpretação do exame foram realizadas com 24, 48 e 72

horas de incubação, em ambiente escuro com o auxílio de um foco de luz forte, a fim de

verificar o aparecimento de linhas de precipitação.

Inquérito epidemiológico

Um questionário estruturado incluindo perguntas fechadas foi elaborado e

aplicado aos produtores a fim de obter informações sobre os principais fatores de risco

associados à epidemiologia da PTB e LEB. As variáveis investigadas na PTB foram:

idade; presença de diarréia crônica; consumo de leite; assistência veterinária; manejo

dos bezerros após o nascimento; limpeza do úbere antes do fornecimento de leite aos

bezerros; contato dos bezerros com as fezes de animais adultos; presença de esterqueiras

e comercialização de animais. Para a LEB investigou-se as varáveis: idade; utilização de

agulhas descartáveis; reutilização de luvas obstétricas; assistência veterinária; presença

de moscas hematófagas; comercialização de animais; aplicação de ocitocina durante

ordenha; transfusão sanguínea e tipo de manejo reprodutivo (monta natural e/ou

inseminação artificial).

Análise estatística

Para o cálculo da frequência foi estabelecido a relação do número de bovinos

com PTB e LEB em relação ao número de animais amostrados, utilizando-se análise

estatística descritiva, por meio de frequência absoluta e relativa. Para verificar a

associação entre as variáveis investigadas e o status sorológico, realizou-se análise

univariada por meio do teste qui-quadrado de Pearson ou Exato de Fisher quando
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necessário. Posteriormente, as variáveis foram utilizadas para construir um modelo de

regressão logística, considerando como variável dependente o exame sorológico, pelo

teste não paramétrico Odds Ratio com intervalo de confiança de 95% (THRUSFIELD,

2004). O valor de p<0.05 foi considerado significativo estatisticamente. As análises

foram realizadas no programa Graphpad versão 5.0 (San Diego, Califórnia, USA).

Resultados e Discussão

Soroprevalência 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 prevalência 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 não apresentavam

sintomatologia clínica sugestiva de PTB.

Bovinos assintomáticos positivos no teste ELISA PTB são considerados

importantes fontes de infecção, pois além de não apresentarem sintomatologia clínica

podem eliminar o bacilo de forma intermitente no ambiente e, assim, contaminar água e

alimentos. (COLLINS, 2011; FECTEAU, 2017). A não identificação dos animais

positivos pode contribuir para a manutenção da doença no rebanho, uma vez que na

maior parte dos casos o animal se infecta quando bezerro e permanece no rebanho

eliminando o agente (SÁ et al., 2013).

A prevalência de anticorpos anti-MAP em 20% dos rebanhos, encontrada neste

estudo, pode ser ainda maior, isso porque a doença possui período de latência

relativamente longo, de dois até dez anos e os níveis de anticorpos contra MAP só são

detectados no final desse estágio, por testes sorológicos como o ELISA (SUN et al.,

2015; FECTEAU, 2017). Durante o período subclínico, embora os animais ainda não

manifestem sinais da PTB, estudos mostram que o gado infectado já apresenta redução

na produção de leite e menor eficiência reprodutiva (GONDA et al., 2007; FECTEAU,

2017). Embora note-se o aumento do número de estudos da PTB nos rebanhos nacionais

(VILAR et al., 2015; SÁ et al., 2013; COSTA et al., 2010; YAMASAKI et al. 2010;

ACYPRESTE et al., 2005; FONSECA et al., 2000), a doença é ainda desconhecida pela

maioria dos produtores da região, e mesmo tendo sido identificado prevalência de 20%

em rebanhos, acredita-se que maioria dos produtores não estejam cientes dos prejuízos

econômicos que a doença pode causar.
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Tabela 1. Número de bovinos examinados por rebanho e sororeagentes para

Paratuberculose e Leucose Enzoótica Bovina, em rebanhos leiteiros do município 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
O 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 -
AJ 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 prevalência de 20% de focos da PTB demonstra que a doença encontra-se

presente nos rebanhos leiteiros avaliados. Estudos sobre a ocorrência da PTB são raros

no estado de Minas Gerais e não há disponível levantamento com dados oficiais a

respeito da situação epidemiológica no Brasil. Levantamentos realizados em outras

regiões brasileiras demonstraram prevalência de rebanhos maior do que a relatada no

presente estudo, como no estado de Goiás com 60,24% (ACYPRESTE et al., 2005); Rio

de Janeiro com 40% (YAMASAKI et al. 2010); Paraíba com 34,5% (VILAR  et  al.,

2015) e São Paulo com 37,9% (FONSECA et al., 2000); prevalências menores foram

relatadas em Pernambuco com 2,7% (SÁ  et al.,  2013) e Espírito Santo com 11,4%

(COSTA et al., 2010).

Quanto aos fatores de risco investigados no inquérito epidemiológico, observou-

se associação significativa do MAP com as variáveis idade (p=0,0237), manejo dos

bezerros após o nascimento (p<0.0001) e contato de bezerros com fezes de animais

adultos (p=0,0258) (Tabela 2).

Na análise de regressão logística identificou-se como fator de risco associado à

infecção por MAP, que fêmeas bovinas acima de quatro anos de idade apresentaram

mais chance de infecção, quando comparadas às fêmeas entre 20 e 48 meses. De acordo

com Sun et al. (2015), a soroprevalência da PTB aumenta significativamente com a

idade. Rebanhos leiteiros criados em sistema intensivo podem ter o risco aumentado de

transmissão devido ao maior tempo de exposição contínua 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 diagnóstico utilizado, uma vez

que os níveis de anticorpos contra o MAP só são identificados no final do período de

incubação da doença, o qual pode durar de dois até 10 anos (VILAR et al., 2015;

FECTEAU, 2017). A resistência à infecção pelo MAP aumenta com a idade

(WINDSOR; WHITTINGTON, 2010).  Tal resistência, no entanto, pode ser superada

pela pressão de infecção. Bovinos adultos expostos a ambientes, forragens e água

extremamente contaminados pelo agente, podem apresentar risco significativo para a

infecção (ROSSITER; BURHANS, 1996; FECTEAU, 2017).

A variável manejo dos bezerros após o nascimento apresentou significância

(p<0,0001). Nos rebanhos onde após o nascimento dos bezerros existia o contato

frequente com os bovinos adultos, identificou-se OR= 41,45. Na PTB geralmente a

infecção ocorre nos primeiros meses de vida, e os bovinos que adoecem normalmente

são aqueles infectados nas primeiras semanas (CHIODINI et al., 1984). Um dos
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mecanismos possivelmente relacionados a essa maior susceptibilidade é 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 doença, visto que a

transmissão do MAP ocorre principalmente pela ingestão de pastos contaminados ou

durante a ingestão de colostro ou leite em úberes sujos com fezes contaminadas (SÁ et

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

Tabela 2. Distribuição das vacas com paratuberculose conforme os fatores de risco

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

Variável Fêmeas bovinas OR* IC 95% P
Total Regentes Frequência

(%)
Idade

20 – 48 meses 62 0 0 0,088 0.0052 - 1.508 0,0237
> 4 anos 174 14 8,04

Diarréia crônica
Sim 227 14 6,16 1,290 0.07144 - 23.31 1,0000
Não 9 0 0

Esterqueira
Sim 230 14 6,08 0,8707 0.0466 - 16.24 1,0000
Não 6 0 0

Comércio animais
Sim 104 6 5,76 0,9490 0.3186 - 2.827 1,0000
Não 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
Assistência veterinária

Sim 140 9 6,42 1,250   0.4056 - 3.854 0,7849
Não 96 5 5,20

Limpeza úbere
Sim 15 0 0 0,461  0.0262 - 8.115 0,6082
Não 221 14 6,33

Consumo de leite
Sim 205 11 5,36 0,486  0.1272 - 1.859 0,3899
Não 31 3 9,67

Contato bezerro com
fezes adulto

Sim 133 12 9,02 5,008  1.095 - 22.91 0,0258
Não 103 2 1,94

*Odds Ratio; p <0,05 demonstra diferença significativa.
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Foi identificada também associação entre o MAP e a variável contato de

bezerros com fezes de animais adultos (OR=5,008). Segundo Marcé et al. (2011), a

redução na exposição de bezerros suscetíveis a qualquer ambiente contaminado por

animais adultos, leva a redução acentuada na prevalência da PTB. A adoção desta

medida poderia levar ao desaparecimento da infecção se a exposição fosse diminuída

em 90%. Segundo o autor impedir a exposição de bezerros a fezes de animais adultos é

essencial para controlar a transmissão 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 é considerado o fator de risco mais importante na transmissão da doença aos

bezerros.

Soroprevalência 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 prevalência de focos variou de 16,66% a 100%, sendo

que em três propriedades (M, P e AD) todos os animais examinados foram reagentes. A

prevalência em animais foi de 50,42% (119/236, IC 95%: 49,51% – 51,32%) (Tabela

1). Levantamentos sorológicos realizados em diferentes regiões do Brasil têm

demonstrado resultados variados quanto à ocorrência da leucose, com frequência média

de 27,60% de animais reagentes (BIRGEL JUNIOR et al., 1995). Tais variações podem

estar relacionadas às condições geográficas de cada região, o tipo e tamanho do rebanho

testado e a sensibilidade e especificidades dos métodos de diagnóstico utilizados (SUN

et al., 2015).

De acordo com critérios estabelecidos por Shettigara et al. (1986), a prevalência

observada neste estudo (50,42%) é caracterizada como alta (maior que 30%). Também

em Minas Gerais, Ambrósio (2015), identificou prevalência de 80,89% em 1392

animais testados no sul de Minas Gerais. Ainda na região Sudeste observou-se

prevalência de 27,9% em 409 bovinos no Espírito Santo (STARLING et al., 2013).

Estudos realizados em rebanhos leiteiros da região Norte do país revelou prevalência de

9,7% em 1.060 bovinos no Acre e 23% em 1.060 bovinos em Rondônia (ABREU et al.,

1990); 26% em 668 bovinos no Pará (MOLNÁR 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 região Nordeste 27,8% em 341 bovinos em Alagoas (PINHEIRO-

JUNIOR et al., 2013); na região Centro-oeste 40,83% em 120 bovinos em Catalão,

Goiás (BARROSO, 2015) e na região Sul 56,34% em 268 bovinos no Paraná
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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 ocorrência de reagente para o VLB, sendo que a co-infecção se

deu em 85% (12/14) dos casos. O VLB pertence ao gênero Deltaretrovirus e infecta

preferencialmente linfócitos tipo B, levando o animal ao quadro de imunossupressão

generalizada, caracterizado pela queda na produtividade e múltiplos efeitos sobre a

saúde dos animais (FLORES, 2007).  Segundo Emanuelson et al. (1992), bovinos

infectados pelo VLB apresentam tendência acentuada de adquirirem doenças de

etiologia infecciosa. A infecção pelo VLB pode ter contribuído para maior

susceptibilidade dos bovinos a se infectarem pelo MAP.

Em relação aos fatores de risco analisados para VLB, as variáveis transfusão

sanguínea (p=0,0027), assistência veterinária (p=0,0005) e manejo reprodutivo

(p=0,0319) apresentaram associação significativa com a presença de anticorpos anti-

VLB (Tabela 3).

A variável transfusão sanguínea 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 transmissão do VLB está estritamente

relacionada às práticas de manejo, principalmente as mais tecnificadas. O procedimento

de transfusão de sangue apresenta importante risco na transmissão da LEB, uma vez que

as maiores taxas de transferência de linfócitos infectados ocorrem, por exemplo, nesse

tipo de atividade (SILVA et al., 2008), embora quantidades de sangue tão pequenas

quanto 0,1µl já sejam capazes de transmitir o vírus (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 inseminação artificial aliada à

monta natural. Segundo Flores (2007), a transmissão pela monta natural pode ocorrer,

sendo uma forma de disseminação do vírus de touros infectados para fêmeas, tal fato

ocorre devido à possível presença de linfócitos no trato reprodutivo, e não

necessariamente à presença do VLB nos espermatozóides. Considerando que pequena

quantidade de sangue pode ser transferida durante a cópula, a reprodução por monta

natural pode ser uma via de infecção (WHITTIER, 1990). De acordo com Braga et al.

(1998), a transmissão através da inseminação artificial só ocorre se o sêmen for

contaminado com sangue durante a colheita, o que foi comprovado por Del Fava e
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Pituco (2004), que ao avaliarem sêmen de touros soropositivos utilizados para

inseminação artificial, demonstraram que esta via não tem importância na transmissão

da LEB.

Tabela 3. Distribuição das vacas com leucose conforme os fatores de risco avaliados,

no município de Lagoa Formosa - MG, 2017.

Variável Fêmeas bovinas OR* IC 95% P
Total Regentes Frequência

(%)
Idade

20 - 48 meses 62 27 43,54 0,6876  0.38 - 1.23       0,2377
> 4 anos 174 92 52,87

Agulhas descartáveis
Sim 10 4 40,00 0,64     0.17 – 2.34       0,5373
Não 226 115 50,88

Reutilização luvas
obstétricas

Sim 161 87 54,03 1,58     0,90 - 2,74       0,1243
Não 75 32 42,66

Uso ocitocina
Sim 5 5 100 11,29    0,61- 206,6      0,0599
Não 231 114 49,35

Transfusão sangue
Sim 83 53 63,85 2,32     1.34 – 4.038     0,0027
Não 153 66 43,13

Comércio animais
Sim 104 57 54,80 1,36     0.81 – 2.294    0,2410
Não 132 62 46,96

Assistência veterinária
Sim 140 84 60,00 2,61    1.53 - 4.468      0,0005
Não 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 diferença entre as proporções; IA: inseminação
artificial; p <0,05 demonstra diferença significativa.

Para a variável assistência veterinária, observou-se que nas propriedades que

possuem o auxílio técnico, os animais apresentaram um risco 2,32 vezes maior de terem

a infecção (p=0,0005). Sabe-se que o principal mecanismo de transmissão da LEB é

pela via horizontal, por transmissão iatrogênica, através de procedimentos que permitam

a transferência de sangue contaminado entre os animais (FLORES, 2007; DIMMOCK

et al., 1991). Atividades práticas como: utilização de seringas hipodérmicas, luvas de

palpação retal, administração de medicamentos, uso de material cirúrgico e aplicação de
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vacinas, são procedimentos de responsabilidade técnica do médico veterinário, e por

isso, o cuidado com esse material é fator imprescindível na profilaxia da doença. Assim

como no presente estudo, Pinheiro-Junior et al. (2013), também identificaram

associação significativa (p<0,000) da variável assistência técnica com a ocorrência da

leucose em rebanhos bovinos no estado de Alagoas. Segundo os autores, a interferência

do médico veterinário sem os devidos cuidados higiênico sanitários pode ser um fator

que esteja contribuindo para a disseminação da infecção nos rebanhos avaliados.

A associação da LEB com a variável moscas hematófagas não foi possível ser

estatisticamente avaliada, isso porque em todos os rebanhos avaliados foi relatado pelos

produtores a presença desses insetos. É evidente a contribuição dos mesmos na

transmissão da doença. A participação de insetos hematófagos, especificamente os

tabanídeos é relevante na disseminação do VLB, especialmente em regiões com altas

infestações, maior proximidade entre animais e altas temperaturas, por possibilitar

maior proliferação do vetor (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001). Segundo

Leuzzi Júnior et al. (2001), em decorrência da alternância alimentar em diferentes

hospedeiros acredita-se que estes insetos desempenhem papel importante na

propagação da doença.

Conclusão

Considerando a detecção de 20% de focos da PTB, identificados pela primeira

vez na região estudada, e o elevado número de rebanhos com LEB (85%), nota-se a

importância da implementação de medidas higiênico-sanitárias específicas incorporando

os elementos de vigilância com base nos riscos identificados no estudo. Além disso, a

orientação aos produtores sobre os prejuízos econômicos que tais doenças podem

causar, deve ser utilizada como incentivo para a promoção de uma mudança de

comportamento para melhoria na implementação de medidas eficazes de controle nos

rebanhos.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

Devido à importância da Tuberculose, Paratuberculose e Leucose

Enzoótica Bovina no cenário econômico e de saúde pública, os resultados

apresentados nessa Tese colaboram com a Defesa Agropecuária do Brasil,

pois informa a situação epidemiológica dessas doenças que causam tantos

prejuízos a produção de bovinos de leite. Além disso, demonstra aspectos

relevantes no tocante aos métodos de diagnóstico empregados no controle da

Tuberculose e possíveis interferências no exame de tuberculinização causada

pela infecção concomitante de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.

Foram também identificados os principais fatores de risco associados à

Paratuberculose e Leucose Enzoótica Bovina nos rebanhos leiteiros da região

oeste de Minas Gerais.

Desde a implantação do Programa Nacional de Controle e Erradicação

da Brucelose e Tuberculose (PNCBET) em 2001, nota-se que em Minas

Gerais, avanços no controle da tuberculose bovina ocorreram, sendo esses

identificados tanto pela diminuição do nível de prevalência em rebanhos e

animais, quanto pelo crescente número de propriedades que realizaram a

certificação de rebanho livre para a doença. Porém, ainda há muito que se

fazer. A situação da tuberculose bovina é bastante heterogênea no país, e a

erradicação depende da maior rotina de exames de tuberculinização e

eutanásia imediata de animais reagentes. Para que isso ocorra, acredita-se

que seja fundamental a melhor interação entre equipes de Defesa

Agropecuária, Inspeção Sanitária, médicos veterinários e produtores rurais.

Nota-se também a necessidade do trabalho em conjunto para busca de uma

possível indenização aos produtores que concordam com o sacrifício de

animais reagentes positivos. Muitas vezes o produtor rural fica isolado e sem

informações sobre como proceder e o médico veterinário como “traidor” do

produtor rural. Além disso, o controle por meio da solicitação de exames de

animais que vão para abate e a real obrigatoriedade de exames para os

animais procedentes de rebanhos que comercializam leite, poderia contribuir

muito no controle da doença.
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A utilização de exames complementares ao diagnóstico de

tuberculinização é fundamental para o alcance de uma informação eficaz e

completa. O diagnóstico sorológico surge como ferramenta importante para

auxiliar na identificação de animais infectados, porém que não reagem quando

avaliados no diagnóstico alérgico cutâneo. A baixa associação entre os bovinos

positivos no ELISA de tuberculose e os resultados obtidos nos exames de

necropsia, histológico e microbiológico, sugere que ele precisa ser melhorado.

A identificação de antígenos adaptados a realidade local e às condições

naturais de infecção precisam ser melhores investigadas.

Diante a posição de destaque do estado de Minas Gerais na produção

leiteira do país e dos prejuízos econômicos que a Leucose Enzoótica Bovina

provoca nos rebanhos, faz se necessária maior atenção por parte dos médicos

veterinários, produtores e autoridades oficiais, no controle da doença. Caso

não haja mudanças no manejo dos rebanhos, com a implantação de medidas

higiênico-sanitárias específicas, acredita-se que a situação da doença irá cada

vez mais piorar. É necessário um trabalho de conscientização tanto dos

produtores quanto dos médicos veterinários, para os principais fatores

relacionados à disseminação da doença nos rebanhos.

A falta de um programa oficial de controle da Paratuberculose bovina

pode estar contribuindo para a disseminação da doença no Brasil. É crescente

o número de estudos que demonstram a ocorrência da doença no rebanho

bovino do país e, ainda, seus possíveis impactos na saúde pública. Pode ser

que o diagnóstico da doença esteja sendo negligenciado. A não

obrigatoriedade de exames de diagnóstico para trânsito e comercialização de

animais e o desconhecimento da doença por parte de muitos proprietários e

médicos veterinários, faz com que a doença seja sub-diagnosticada e sub-

notificada. Ainda que haja suspeita da doença, o médico veterinário agora

estará diante de dois desafios: a falta de uma rede de laboratórios habilitados

que realizem o diagnóstico da doença e um sistema deficiente de transporte de

amostras. Tais desafios foram vivenciados neste estudo, buscou-se vários

laboratórios que realizassem o exame microbiológico do MAP e, quando isso

foi possível, a empresa de transporte em greve prejudicou muito a qualidade do

material que havia sido enviado para análise.
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Passamos por crise econômica no Brasil, e para realização desta

pesquisa foi fundamental a parceria estabelecida com outras Instituições de

ensino e pesquisa, como Universidade Federal Rural de Pernambuco

(UFRPE), Instituto Biológico e MAPA-LANAGRO/Pedro Leopoldo. Parte dessa

pesquisa, que seria realizada em colaboração com o Instituto Nacional de

Tecnologia Agropecuária (INTA) da Argentina, só foi possivel de ser concluída

a poucos dias da entrega do trabalho final, por isso mesmo, infelizmente não foi

possível incluir os resultados de genotipagem de M. bovis. Para que

pudéssemos obter a liberação de transporte de amostras biológicas para a

Argentina, uma série de documentos nos foram exigidos, tanto por parte do

governo brasileiro, quanto do país importador. Após meses reunindo tais

documentos, e estes terem sido aprovados, fizemos o envio das amostras por

empresa de transporte de encomendas. Sem explicações claras, as amostras

ficaram retidas por três meses na alfândega, até que foram devolvidas para o

Brasil. Não desistimos, mais uma vez nos reunimos com fiscais do MAPA,

atualizamos a documentação e enviamos novamente. Foram mais cinco meses

de retenção das amostras na alfândega, até a liberação. Sabemos da

importância e cuidados necessários para entrada e saída de material biológico

de um país, por isso mesmo todos os cuidados e documentação solicitados

foram atendidos. Necessitamos urgentemente de mais apoio e atenção para a

pesquisa cientifica, além de informações em situações como esta.


