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INTRODUCAO

No semidrido brasileiro, as doengas infecciosas de ruminantes sdo importantes e
o seu conhecimento ¢ de fundamental importancia para estabelecer medidas eficientes
na prevencao e controle.

A paratuberculose (doenga de Johne), causada por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis ¢ uma doencga cronica e incuravel, responsavel por importantes perdas
econdmicas em ruminantes no Brasil (Riet-Correa & Driemeier 2007, Moravkova et al.
2008), além de ter potencial zoonoético, que pode também afetar o homem (Chiodini &
Rossiter 1996). No Brasil, e em alguns estados do nordeste a doenga tem sido
diagnosticada em bovinos (Mota et al. 2007, Riet-Correa & Driemeier 2007), bubalinos
(Mota et al. 2010) e caprinos e ovinos (Oliveira et al. 2010).

Esta Dissertagdo ¢ composta por dois artigos cientificos, apresentados em
capitulos, os quais foram submetidos & Pesquisa Veterinaria Brasileira. Ambos os
artigos descrevem estudos realizados com paratuberculose em ruminantes no semiarido
paraibano, desenvolvidos em decorrer dos dois anos de realizagdo do Mestrado no
programa de pos-Graduagdo em Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Campina Grande como parte dos requisitos para o titulo de Mestre em Medicina
Veterinaria

O primeiro artigo refere-se a um estudo soroldgico para paratuberculose em
caprinos ¢ ovinos no estado da Paraiba, o segundo descreve quatros casos
diagnosticados em bovinos no Hospital Veterindrio e um estudo sorologico para

paratuberculose em bovinos no semiarido Paraibano.
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CAPITULO 1

PARATUBERCULOSE EM CAPRINOS E OVINOS NO ESTADO DA PARAIBA

O Presente trabalho foi formatado segundo as
normas da Revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira, de acordo com que estabelece a
norma n” 01/2008 de 2011 de julho de 2008, do
programa de Poés-Graduacdo em Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de
Campina Grande, Centro de Satude e Tecnologia
Rural- Campus de Patos-PB
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Paratuberculose em Caprinos e Ovinos no Estado da Paraiba’.

Jodo M. A. Medeiros*, Felicio Garino Juniorz, Arthur P. Almeidaz, Erasmo A.

Lucena’ e Franklin Riet-Correa’ .

ABSTRACT. - Medeiros J.M.A., Riet-Correa F., Garino Jr F., Almeida A.P. &
Lucena E.A. 2011. [Paratuberculosis in goats and sheep in the state of Paraiba.]
Paratuberculose em caprinos e ovinos no estado da Paraiba. Pesquisa Veterinaria
Brasileira XX (X):XX-XX. Hospital Veterinario, CSTR, Campus de Patos, Universidade
Federal de Campina Grande, Patos, PB 58700-000, Brasil. E-malil:

franklin.riet@pqg.cnpg.

Antibodies to paratuberculosis were determined by ELISA in serum samples of
734 goats and 392 sheep, without clinical signs, from 14 municipalities of the semiarid
region of Paraiba state, Brazil. In goats the mean frequency was 48.3%, varying from
8.89% to 94.12% and in sheep it was of 50.63%, varying from 3.70% to 92.50%. Of the
46 farms studied, 44 (95.65%) had at least one animal seropositive. All municipalities
has affected animals with a frequency varying from 20% to 70%. In goats of unknown
breed and crossbreds the prevalence (48.56%) was significantly lower (P=0.0270) than
in pure breed goats (57.24%). In sheep with body scores of 1 to 3, the frequency
(59.39%) was significantly higher (P=0.0034) than in sheep with body score from 3 to 5
(42.42%). Non significant differences were observed in goats and sheep of different
ages, in goats with different body score, and in sheep of different breeds. In the
microbiologic examination, after 16 weeks of incubation in HEYM medium with
mycobactin J, colonies similar to those of do Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis were observed in cultures of 9 (6.58%) out of 180 fecal samples, being

one from goats and 8 from sheep. In the Ziehl Nieelsen the bacteria had morphologic

3 Enviado para publicagio em...
Aceito em.......
4 Hospital Veterinario, CSTR, Campus de Patos, Universidade Federal de Campina Grande, Patos, PB
58700-000, Brasil.* Autor para correspondéncia.
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and staining characteristics similar to M. avium subsp. paratuberculosis. These results
suggest that paratuberculosis is endemic with high prevalence in the semiarid region of
Paraiba. It is necessary to develop research on the epidemiology and control measures
of the disease in the conditions of this region. Also the risk for human beings should be

determined, mainly in relation with milking goats.

INDEX TERMS, ELISA, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,

paratuberculosis, small ruminants.

Resumo. - Mediante o teste de ELISA foi determinada a presenca de anticorpos para
Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis em amostras de soro de 734 caprinos e
392 ovinos, sem sinais clinicos aparentes, provenientes de 14 Municipios do semiarido
Paraibano. Em caprinos, a frequéncia média foi de 48,3%, variando de 8,89% a 94,12%
e, em ovinos, foi de 50,63%, variando de 3,70% a 92,50%. Das 46 propriedades
estudadas, 44 (95,65%) apresentaram pelo menos um animal soropositivo. Nos 14
municipios avaliados houve presencga de animais sorologicamente positivos, variando de
20% a 70%. Em caprinos sem raga definida e mesticos a frequéncia (48,56%) foi
significativamente inferior (P<0,0270) que a de caprinos de ragas puras (57,24%). Em
ovinos com escore de 1 a 3 a frequéncia (59,39%) foi significativamente maior
(P=0,0034) que a frequéncia em ovinos com escore superior a 3 (42,42%). Nao houve
diferenca significativa nas frequéncias em caprinos e ovinos de diferentes idades, em
caprinos com diferente escore corporal e em ovinos de diferentes racas. No exame
microbioldgico, cultivo em meio HEYM com micobactina J, foram observadas coldnias
semelhantes as do Map em 9 (6,58%) das 180 amostras de fezes, sendo uma de caprinos
e 8 de ovinos. Na coloragdo de Ziehl Nieelsen as bactérias apresentavam caracteristicas
morfo-tintorias de Map. Os resultados obtidos indicam alta frequéncia de caprinos e
ovinos infectados com Map no semidrido da Paraiba, tornando-se necessario
desenvolver pesquisas sobre a epidemiologia ¢ forma de controle da doenca nas

condig¢des de criagao da regido.

TERMOS DE INDEXACAO: ELISA, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis,

paratuberculose, pequenos ruminantes.
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INTRODUCAO
A paratuberculose ou doenga de Johne ¢ uma enfermidade infecto-contagiosa cronica,
incuravel, de distribuigdo mundial. Acomete bovinos, ovinos, caprinos e bubalinos, e
outros ruminantes selvagens, e acomete com menor frequéncia, suinos, lebres e equinos.
O agente etiologico € o Mycobacterium avium, subespécie paratuberculosis (Map), que
causa enterite e linfadenite granulomatosas (Clarke 1997, Harris & Barletta 2001,
Barker 2007, Riet-Correa &Driemeier 2007, Moravkova et al. 2008).

A doenga ¢ responsavel por perdas econdomicas importantes em varios paises,
principalmente nos EUA, onde foi verificado um prejuizo de 200 a 250 milhdes de
dolares por ano (Ott et al. 1999 ).

A infeccdo em ruminantes ocorre apOs o nascimento, principalmente pela
ingestdo de dgua e alimentos contaminados, com fezes de animais infectados, leite e
colostro de animais infectados (Clarke 1996). Ocorre também transmissdo pela via
intra-uterina (Radostits et al. 2007).

Em ovinos e caprinos, a doengca manifesta-se, principalmente, por emaciagao
progressiva; a diarréia ndo ¢ grave ou estd ausente, diferente dos bovinos em que a
diarréia € um sinal clinico caracteristico. Os ovinos podem ser parcialmente anoréxicos
e pode ocorrer perda de 1a. Nos caprinos, a depressao e a dispnéia sao evidentes, mas
nos ovinos nao sao tao visiveis (Radostits et al. 2007). O diagnéstico dos casos
subclinicos pode ser realizado por isolamento de bactérias das fezes ou leite e provas
sorologicas. O diagnostico confirmatorio pode ser por material de necropsia e por
estudo histolégico das lesdes ( Riet-Correa & Driemeier 2007).

Diversos testes soroldgicos tém sido utilizados para verificar a presenga de
anticorpos contra o Map nos rebanhos (Tripathi et al. 2006). O ELISA ¢ visto como
teste soroldgico de eleigdo, principalmente, pela conveniéncia da colecdo de amostras,
procedimento laboratorial rapido e baixo custo. A especificidade deste teste se torna
elevada pela absor¢do do soro com outra micobactina do Mycobacterium phlei, o que
remove os anticorpos nao especificos, evitando assim as reagdes cruzadas contra os
antigenos do Map. Os testes comerciais que incorporam antigenos mais especificos a
Map proporcionam uma sensibilidade de deteccdo de 70% a 80 % e uma especificidade
de 89% a 95 % (Stabel 1998).

14



No Brasil hé relatos da paratuberculose em bovinos em diversos Estados das
regides Sul e Sudeste (Portugal et al. 1979, Ramos et al. 1986, Poester ¢ Ramos 1994,
Driemeier et al. 1999, Gomes et al. 2002) e também nos Estados de Pernambuco (Mota
et al. 2007) e Paraiba (Oliveira et al. 2008). Em ovinos e caprinos a doenca foi
recentemente diagnosticada na Paraiba (Oliveira et al. 2010).

Devido as caracteristicas da paratuberculose em caprinos e ovinos, causando
emagrecimento ou menor produtividade, a doenca pode ser confundida com outras
causas de emagrecimento; portanto € provavel que, na regido semiarida do Brasil, seja
subdiagnosticada, ocasionando perdas econdOmicas significativas. O objetivo deste
trabalho foi estimar a frequéncia de anticorpos contra o Map em caprinos € ovinos no

semiarido Paraibano.

MATERIAL E METODOS

O projeto foi realizado no periodo de novembro de 2009 a dezembro de 2010. As
amostras foram coletadas em rebanhos de quatro mesorregides da Paraiba (Sertdo,
Cariri Ocidental, Cariri Oriental e Agreste) que tem o maior nimero de caprinos e
ovinos do Estado. Foram testadas 734 amostras de soro de caprinos ¢ 392 de ovinos,
assintomaticos, de 46 rebanhos diferentes. Os rebanhos foram escolhidos de acordo com
as possibilidades de acesso as fazendas e a concordancia dos produtores. Em cada
fazenda foram coletadas amostras de aproximadamente 10% dos animais de cada
propriedade. De cada animal foram coletados 10 mL de sangue por venopun¢do da
jugular com agulhas acopladas a tubos a vacuo. Foram coletadas, também, amostras de
fezes, colhidas da ampola retal de 86 caprinos e 94 ovinos positivos na prova de ELISA.
A selecao dos animais para a coleta das amostras foi por conveniéncia nas propriedades.
O acesso aos produtores foi através dos agentes de desenvolvimento rural sustentavel do
projeto Bioma Caatinga da Paraiba.

As amostras de sangue foram centrifugadas a 1700 x g por 15 minutos e os
soros transferidos para 3 tubos de eppendorf de 3mL cada, mantidos a - 70° C e,
posteriormente testadas através do teste de ELISA utilizando um kit comercial® anti-

Map. Para a leitura do teste de ELISA utilizou-se uma Leitora de microplaca®. Para a

> Alamar Tecno-Cientifica Ltda, Diadema, SP, Brasil
% Pharma Nostra — S3o Paulo, Brasil
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interpretagdo dos resultados dos animais positivos no teste de ELISA foi considerado
um ponto de corte de P>0,250.

Para o exame microbiologico, foram utilizadas as fezes dos animais de
cada propriedade que obteve o maior resultado no teste de ELISA. As amostras de fezes
foram cultivadas de acordo com a metodologia descrita por Stabel (1997). As andlises
estatisticas foram realizadas por meio do teste de Qui-quadrado (x?) com correcdo de
Yates e o nivel de significancia adotado foi de 5%. Os dados foram analisados
estatisticamente utilizando o programa GRAPHPAD INSTAT versao 3.00 para
Windows 95, GraphPad Software.

RESULTADOS

Os resultados dos testes sorologicos por fazenda, em caprinos € ovinos, apresentam-se
nos Quadros 1 e 2, respectivamente. Das 46 propriedades estudadas, 44 (95,65%)
apresentaram pelo menos um animal soropositivo. Em caprinos, a frequéncia média foi
de 48,3%, em ovinos, foi de 50,63%. Somente em uma propriedade de ovinos ¢ uma de
caprinos nao foram encontrados animais positivos.

As frequéncias por municipio, raca, idade e escore corporal encontram-se nos

Quadros 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente.
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Quadrol. Resultados dos testes de ELISA, para detec¢iao de anticorpos
contra o Map em 734 amostras de Caprinos em 32 propriedades de 10
municipios do semiarido Paraibano

Fazenda/ municipio Total  Testados  Positivos %

1/Patos 64 30 13 43,33
2/Patos 12 8 6 75,00
3/Ouro velho 55 30 16 53,33
4/Ouro velho 45 18 10 55,56
5/Ouro velho 27 17 16 94,12
6/Ouro velho 65 21 6 28,57
7/Ouro velho 300 22 12 54,55
8/Prata 150 43 28 65,12
9/Prata 140 21 8 38,10
10/Prata 59 16 2 12,50
11/Prata 76 26 15 57,69
12/Prata 50 31 16 51,61
13/ Amparo 100 44 28 63,64
14/ Amparo 56 21 9 42,86
15/ Amparo 34 16 10 62,50
16/ Amparo 63 28 7 25,00
17/ Amparo 100 15 7 46,67
18/Sumé 78 22 7 31,82
19/Sumé 65 18 4 22,22
20/Sumé 50 27 15 55,56
21/Sumé 70 21 9 42,86
22/Sumé 120 20 6 30,00
23/ Monteiro 200 28 0 0

24/ Monteiro 44 19 5 26,32
25/ Monteiro 25 13 7 53,85
26/ Monteiro 30 19 13 68,42
27/ Monteiro 95 30 27 90,00
28/Paulista 34 10 2 20,00
29/Amparo 100 45 4 8,89
30/Campina Grande 45 20 14 70,00
31/Soledade 43 20 5 25,00
32/ Maturéia 27 15 3 20,00

TOTAL 2412 734 330 44,96




Quadro 2. Resultados dos testes de ELISA, para detec¢do de anticorpos
contra o Map em 392 amostras de ovinos em 16 propriedades de 10
municipios do semiarido Paraibano

Fazenda/ municipio Total Testados  Positivos %
1/Patos 15 13 12 92,31
2/Patos 84 23 12 52,17
3/Paulista 380 34 31 91,18
4/Paulista 100 25 5 20,00
5/Sao Mamede 86 20 14 70,00
6/S3o José do Espinharas 475 40 37 92,50
7/Sao José do Espinharas 130 27 1 03,70
8/Boa Vista 100 25 4 16,00
9/Boa Vista 130 25 13 52,00
10/Boa Vista 250 25 14 56,00
11/Boa Vista 34 20 7 35,00
12/Boa Vista 150 25 13 52,00
13/Boa Vista 30 20 17 85,00
14/Boa Vista 207 24 20 83,33
15/ Sao José do Bonfim 98 26 12 46,15
16/ Sao José do Bonfim 190 20 0 0

Total 2459 392 212 54,08




Quadro 3. Resultados dos testes de ELISA, para detec¢iao de anticorpos

contra 0o MAP em 14 municipios do semiarido Paraibano

Caprinos Ovinos
Municipios Ne Positivos Ne Positivos
N° (%) N° (%)

Patos 38 19 (25,33) 36 24 (66,66)
Paulista 10 2 (20,00) 59 36 (61,01)
Sao José do Bonfim - - 46 12 (26,08)
Maturéia 15 3 (20,00) - -
Amparo 169 65 (38,46) - -
Sumé 108 41 (37,96) - -
Monteiro 109 52 (47,70) - -
Prata 137 69 (50,36) - -
Ouro Velho 108 60 (55,55) - -

Sao José das Espinhara - - 67 38 (56.71)
Boa Vista - - 164 88 (53,65)
Campina Grande 20 14 (70,00) - -

Sao Mamede - - 20 14 (70,00)
Soledade 20 5(25,00) - -
Total 734 330 (44,96) 392 212 (54,08)

19



Quadro 4. Resultados dos testes de ELISA, para detec¢io contra o Map

em 734 amostras de caprinos de diferentes racas no semiarido Paraibano

Raga Total Positivo %

Sem raca definida 114 59 51,75
Mestica — Alpina Americana 6 2 33,33
Mestica— Anglo-Nubiana 25 14 56,00
Mestica — Boer 1 0 0,00
Mestica - Parda 91 36 39,56
Mesti¢a - Saanen 21 15 71,43
Mestica - Toggenburg 20 9 45,00
Anglo - Nubiana 9 5 55,56
Boer 5 3 60,00
Moxot6 24 10 41,67
Murciana 3 2 66,67
Alpina Britanica 180 90 50,00
Saanen 204 131 64,22
Savana 22 14 63,64
Toggenburg 9 6 66,67
Total 734 396 53,95

Quadro 5: Resultados dos testes de ELISA, para deteccao de
anticorpos contra o Map em 392 amostras de ovinos de diferentes

racas no semiarido Paraibano

Ragas Total Positivo %

Santa Inés 352 155 44,03
Dorper 37 14 37,84
Mestica Santa  Inés 3 1 33,33

Total 392 170 43,37




Quadro 6. Resultados dos testes de ELISA, para detec¢iao de anticorpos
contra o Map em caprinos e ovinos de diferentes idades no semiarido

Paraibano
Caprinos Ovinos

Idade Ne° Positivos Ne° Positivos

N° (%) N° (%)
1 ano 91 38 (41,76) 71 25 (35,21)
2 anos 205 91 (44,39) 99 60 (60,67)
3 anos 154 154 (50,65 96 60 (62,5)
4 anos 269 113 (42,00) 126 66 (52,38)
5 anos 12 8 (66,67) 0 0
6 anos 3 2 (66,67) 0 0
Total 734 44,96 392 53,83

Quadro 7. Resultados dos testes de ELISA, para detec¢iao de anticorpos
contra o Map em caprinos e ovinos com diferentes escores corporais no
semiarido Paraibano

Caprinos Ovinos
Escore Ne° Positivos Ne° Positivos
corporal N° (%) N° (%)
1 0 0 7 7 (100)
1,5 2 1(50) 13 10 (76,92)
2 39 16(41,03) 39 30 (76,92)
2,5 153 61 (39,87) 110 63 (57,27)
3 305 152 (49,84) 129 64 (49,61)
3,5 67 36 (53,73) 36 14 (38,89)
4 138 51 (36,96) 45 22 (48,89)
4,5 1 0 4 1 (25)
5 29 13 (44,83) 9 1(11,11)
Total 734 330 (44,96 392 212 (54,08)
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Nos 14 municipios avaliados houve a presenca de animais sorologicamente
positivos, variando de 20%, em Maturéia, Soledade e Paulista, localizadas no sertdo, a
70% em Campina Grande, localizado no agreste ¢ S3o Mamede, no sertdo. Houve
diferenga estatistica entre caprinos (44,96%) e ovinos (54,08%) nos 14 municipios
estudados com (P=0,004) (Quadro7).

Nao foram encontradas diferencas significativas entre as racas (Quadro 4); no
entanto, quando foram comparados os dados dos animais SRD e mestigos, com
frequéncia de 48,56%, com os das ragas puras, com frequéncia de 57,24%, verificaram-
se diferencas significativas (P=0,0270).

Em ovinos, a raga Santa Inés, em relacdo ao total de amostras, apresentou os
maiores indices de animais soropositivos com 44,03% (Quadro 5), porém nao houve
diferenca estatistica entre as racas estudadas (P = 0,5830).

Nao foram verificadas diferencas significativas na frequéncia entre animais de
diferentes idades (Quadro 6). Quanto ao escore corporal dos animais avaliados (Quadro
7) também nao foram encontradas diferenca significativa de frequéncia entre animais
com diferentes escores. No entanto, em ovinos quando agrupados os animais com
escore de 1 a 3, a frequéncia (59,39%-174/298) foi significativamente maior (P=0,034)
que a frequéncia em ovinos com escore superior a 3 (42,42%-38/94).

No exame microbioldgico, colonias semelhantes as do Map foram observadas
em 9 (6,58%) das 180 amostras de fezes, sendo uma de caprinos e 8 de ovinos. Na
coloragdo de Ziehl Nieelsen as bactérias apresentavam caracteristicas morfo-tintorias de

Map.

DISCUSSAO
A alta frequéncia de anticorpos contra Map em caprinos € ovinos no semidrido da
Paraiba alertam para a importincia da doenga na regido. Essa frequéncia ¢ maior que as
observadas em outros paises, sendo 11,7% em ovinos na Espanha (Mainar-Jaime et al.
1998), 4,6% a 15,3% em caprinos na Coreia (Kyung et al. 2006), 2% em ovinos em
Portugal (Coelho et al. 2007), 11,6% em ovinos e 4,6% em caprinos na India (Tripathi
et al. 2007), e de 8,5% em ovinos jovens na India (Singh et al. 2007). As causas desta
alta frequéncia devem ser investigadas; no entanto, ¢ provavel que seja devida ao tipo
de manejo utilizado na regido, onde apesar de muito produtores utilizarem o manejo
extensivo com animais a pastoreio na caatinga e baixa lotagdo, de 1-2 ovinos ou
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caprinos por hectare, os rebanhos sdo encerrados a noite, permanecendo misturados
animais adultos com jovens e, frequentemente, em condi¢des de higiene inadequadas. O
estudo dos fatores de risco associados a ocorréncia de anticorpos ajuda a esclarecer
aspectos importantes da epidemiologia da doenca na regiao.

A alta frequéncia de anticorpos sugere que a doenga € importante na regiao e que
causa prejuizos econdmicos consideraveis; no entanto, ¢ necessario quantificar essas
perdas, determinado a ocorréncia de doenga clinica e subclinica. Para isso devem ser
investigadas as causas de emagrecimento nos rebanhos caprino e ovino, estabelecendo o
diagnostico diferencial com outras causas de emagrecimento, incluindo as parasitoses e
a subnutricdo. A possibilidade de a doenca estar ocasionando emagrecimento de animais
¢ sugerida pela significativa maior frequéncia de anticorpos em ovinos com escore
corporal de 1 a 3, quando comparada a dos ovinos com escore corporal acima de 3. No
entanto, em caprinos nao foram observadas diferencas entre animais com diferente
escore corporal.

Devem se pesquisados, também, os possiveis fatores de riscos de transmissao da
doenca ao homem. Apesar de ndo comprovado € possivel que o Map seja o agente da
doenca de Chron em humanos (Slana et al. 2009). Neste caso, a transmissao pode
ocorrer através do leite, ja que o Map resiste a pasteurizacdo (Millar et al. 1996). A
presenga de Map no leite caprino comercializada no nordeste deve ser pesquisada, assim
como possiveis medidas para evitar a transmissao deste agente ao homem.

Considerando a alta freqiiéncia de anticorpos para paratuberculose nos rebanhos
ovino e caprino da Paraiba ¢ dificil estabelecer medidas de controle, exceto
recomendacdes de aspecto geral, Uteis também, para o controle de outras doencas:
higiene das instalagdes, separacdo dos animais por idade, e, na caprinocultura leiteira,
separacao dos cabritos com administragdo de colostro com tratamento térmico para
CAE ou colostro de bovino. Recomenda-se também a eliminacdo de animais que
permanecem magros, mesmo com boa alimentacdo. Neste ponto € necessario ressaltar
que a prova de ELISA, recomendada para estimar a prevaléncia da doenga nos rebanhos
(Collins & Sockett 1993), ndo ¢ adequada para o diagndstico, identificacdo e possivel
eliminacdo de animais afetados (Rossiter & Burhans 1996). No Brasil, também em
bovinos, espécie na qual a prevaléncia de casos clinicos ¢ baixa, a frequéncia de

anticorpos ¢ alta, entre 30% a 60,24% (Rivera 1996, Laranja-da-Fonseca et al. 1999).
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No estudo microbioldgico obteve-se uma baixo percentual de isolamento do
Map, em 8 de 94 amostras de ovinos e em 1 de 86 amostras em caprinos. Esses
resultados sdo semelhantes aos obtidos por outros autores (Coelho et al. 2009, Dimareli-
Malli et al. 2009), confirmando a baixa sensibilidade do isolamento para o diagnostico
individual de paratuberculose.

Conclui-se que hd uma alta frequéncia de anticorpos para o Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis em rebanhos de caprinos e ovinos no Estado da Paraiba,
sendo necessario desenvolver novas pesquisas para determinar a importancia economica
da doenca clinica, como causa de emagrecimento, ou subclinica, como causa de
menores indices de produgdo. No caso de confirmar a importdncia econdmica da
enfermidade deverdo ser estudadas, também, medidas de controle adequadas para a

regiao.
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ABSTRACT. - Medeiros J.M.A., Garino Jr F., Matos R.A.T., Costa V.M.M. & Riet-
Correa F. 2012. [Frequency of antibodies against paratuberculosis in cattle in the
state of Paraiba.] Frequéncia de anticorpos para paratuberculose em bovinos no estado
da Paraiba. Pesquisa Veterinaria Brasileira XX(X):XX-XX. Hospital Veterinario, CSTR,
Campus de Patos, Universidade Federal de Campina Grande, Patos, PB 58700-000,
Brasil. E-mail: franklin.riet@pq.cnpg.br

Paratuberculosis is an important disease of cattle in the state of Paraiba,
northeastern Brazil. In the Veterinary Hospital of the Federal University of Campina
Grande, five outbreaks of paratuberculosis were diagnosed in the last four years. The
objective of this paper is to report the frequency of antibodies against paratuberculosis
in different regions of the state of Paraiba, in farm with previous diagnosis of the
disease and in farms without diagnosis. The prevalence of antibodies against
paratuberculosis, examined by ELISA, in two farms with cases of the disease, was of
72.22% (13/18) and 68.75% (11/16), respectively. Serum samples from 486 healthy
cattle from 36 farms without paratuberculosis diagnosis, from three different regions of
Paraiba (sertdo, cariri, and agreste), were also examined by ELISA. The frequency of
antibodies was 10,08+1,07% (49/486). Antibodies against paratuberculosis were found
in 21 (58.33%) out of 36 farms examined. These results suggest that paratuberculosis is
an important disease of cattle in the state of Paraiba and that control measures to

decrease the prevalence of the disease are necessary.

¥ Enviado para publicagio em...
Aceito em.......
’ Hospital Veterinario, CSTR, Campus de Patos, Universidade Federal de Campina Grande, Patos, PB
58700-000, Brasil.* Autor para correspondéncia.
29



INDEX TERMS: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, paratuberculosis,
cattle, ELISA, northeastern Brazil.

RESUMO.- A paratuberculose ¢ uma doenga importante em bovinos na Paraiba, tendo
sido diagnosticados, pelo Hospital Veterindrio da Universidade Federal de Campina
Grande, cinco focos da doenga nos ultimos quatro anos. Neste trabalho objetivou-se
realizar um estudo soroldgico em rebanhos com e sem histdrico da doenca para estimar
a frequéncia da infeccdo por Map em diferentes regides do semiarido Paraibano.
Utilizando o teste de ELISA pesquisou-se a frequéncia de animais soropositivos contra
Map em duas fazendas onde tinha sido diagnosticada a doenga, encontrandose 72,22%
(13/18) e 68,75% (11/16), respectivamente, de bovinos sorologicamente positivos.
Amostras de soro de 486 bovinos de 36 fazendas sem historico da doenga, de diferentes
regidoes da Paraiba (sertdo, cariri e agreste), também foram examinados por ELISA. A
frequéncia de animais soropositivos foi de 10,08+1,07% (49/486). Foram encontrados
animais positivos em 21 (58.33%) das 36 fazendas estudadas. Os resultados sugerem
que o agente da paratuberculose estd disseminado em bovinos na Paraiba e que sdo
necessarias medidas de controle para diminuir a frequéncia de casos clinicos e

subclinicos da doenga.

TERMOS DE INDEXACAO: Mycobacterium avium subsp paratuberculosis,

paratuberculose, bovinos, ELISA, semiarido Brasileiro.

INTRODUCAO
A paratuberculose ou Doenca de Johne ¢ uma enfermidade infecciosa cronica, incuravel
e de distribuigdo mundial. Afeta bovinos, caprinos, ovinos, bubalinos e ruminantes
selvagens, mas também acomete com menor frequéncia, suinos, lebres e eqiiinos. O
agente etiologico ¢ o Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis que causa enterite
e linfadenite granulomatosas (Clarke 1997, Harris & Barletta 2001, Riet-Correa &
Driemeier 2007, Moravkova et al. 2008). E uma doen¢a que acarreta consideraveis
perdas econdmicas. Nos EUA o prejuizo anual para industria leiteira, devido a
paratuberculose bovina, ¢ da ordem de 200 a 250 milhdes de dolares (Ott et al. 1999).
Essas perdas devem-se a diminuicdo da produ¢do, descarte prematuro dos animais,
maior susceptibilidade a outras doencas, reducao na fertilidade e aumento nos custos
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sanitarios (Losinger 2005). Além da importancia da paratuberculose como causa de
perdas econOmicas em ruminantes, hd indicios de que o M. avium subesp.
paratuberculosis seja o agente casual da ileocolite granulomatosa em humanos
conhecida como doenga de Crohn (Chiodini & Rossiter 1996).

Em ruminantes, a infec¢do geralmente ocorre logo apds o nascimento mediante
ingestao de colostro ou leite de animais infectados e agua e alimentos contaminados de
fezes de animais infectados (Clarke & Little 1996). H4 também transmissdo pela via
intra-uterina (Radostits et al. 2007). O diagndstico laboratorial pode ser realizado pelo
isolamento de M. avium subesp. paratuberculosis das fezes ou material de necropsia e
por estudo histoldgico das lesdes. Em esfregacos de fezes e de raspados das porgdes
finais do intestino delgado corados pelo Ziehl-Neelsen observam-se bactérias alcool-
acido resistentes. O diagnostico dos casos subclinicos pode ser realizado por isolamento
do micro-organismo em fezes ou leite, provas soroldgicas para deteccdo rapida de
animais infectados (fixacdo de complemento, imunodifusdo em agar gel e ELISA),
detec¢do de gamma interferon, PCR ou testes alérgicos (Riet-Correa & Driemeier
2007).

Tanto o isolamento quanto o teste alérgico e as provas sorologicas sao eficientes
para determinar rebanhos infectados, mas ndo apresentam suficiente acuracia para o
diagnéstico individual (Riet-Correa & Driemeier 2007). A tuberculinizagdo ¢ realizada
com tuberculina produzida com M. avium subesp. paratuberculosis ou com M. avium.
Ocorrem reagdes cruzadas com a tuberculose bovina, razao pela qual em rebanhos com
esta doenca deve-se realizar a prova comparativa (Riet-Correa & Driemeier 2007).

No Brasil ha relatos da paratuberculose em bovinos em diversos Estados das
regidoes Sul e Sudeste (Portugal et al. 1979, Ramos et al. 1986, Driemeier et al. 1999,
Gomes et al. 2002). Recentemente a doenga foi diagnosticada, também, em bovinos
(Mota et al. 2007, Motta et al. 2009) e bubalinos (Mota et al. 2010) na regido nordeste
do Brasil. Na Paraiba a paratuberculose foi diagnosticada em bovinos (Motta et al.
2009) e em ovinos e caprinos (Oliveira et al. 2010). Neste Estado, a doenca tem sido
observada frequentemente em bovinos, tendo sido diagnosticados, pelo Hospital
Veterinario da UFCG, cinco focos de paratuberculose entre os anos de 2008 e 2011

(dados ndo publicados).
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Objetivou-se com esta pesquisa realizar um estudo soroldgico em rebanhos onde
ocorreram casos da doenga e em rebanhos sem histérico da doenca para estimar a

frequéncia da infec¢cdo por Map em diferentes regides do semiarido paraibano.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo da frequéncia de anticorpos contra o Map foram coletadas amostras de
soro de todos os bovinos (34) de duas fazendas com diagndstico de paratuberculose,
uma no municipio de S3o Momede e outra no Municipio de Patos. Além disso, foram
coletadas 486 amostras de 36 propriedades sendo quatro do Agreste, oito do Cariri e 24
do Sertdo, totalizando 520 animais. O niimero de amostras dependeu da disponibilidade
do produtor para a coleta, mas em todas as propriedades foi coletado sangue de,
aproximadamente, 10% dos bovinos existentes. Para a determinagdo de anticorpos para
paratuberculose nos animais das 38 propriedades foi utilizada a técnica de ELISA. Os
animais estudados eram das ragas Gir, Holandé€s, Girolando, ¢ cruzas, assintomaticos
com idade variando entre 4 meses a 13 anos. Foram coletados de cada animal 10 ml de
sangue por venopuncao da jugular externa através de agulhas acopladas a tubos a vacuo.
As amostras de sangue foram centrifugadas a 1700 x g por 15 minutos € 0s soros
transferidos para trés tubos de eppendorf de 3ml, mantidos a -70° C, e posteriormente,
testadas mediante o teste de ELISA adsorvido. Para a pesquisa de anticorpos Anti—M.
avium subesp. paratuberculosis foi utilizado o kit comercial; ID SCREEN®,
Paratuberculosis Indirect'®. A leitura das amostras de soro foi realizada por uma Leitora
de microplaca'’. Para a interpretacdo dos resultados dos animais positivos no teste de
ELISA foi considerado um ponto de corte acima de 70% no teste.

As analises estatisticas foram realizadas por meio do teste de Qui-quadrado com
correcdo de Yates e o nivel de significancia adotado foi de 5%. Os dados foram
analisados estatisticamente utilizando o programa GRAPHPAD INSTAT versdao 3.00
para Windows 95, GraphPad Software.

“ID Screen® Paratuberculosis Indirect — ID Vet Inovative Diagnostics —Montepelle-
France
" Thermo Plate Tp — Reader®
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RESULTADOS
Na fazendas A e B realizou-se estudo soroldgico em todos os bovinos da propriedade e
as frequéncias foram de 68,75% (11/16) e 72,22% (13/18), respectivamente.

Nas 36 fazendas sem historico clinico de paratuberculose a frequéncia foi de
10,08+1,07% (49/486) (Quadro 1). Nao foram encontradas diferencas estatisticas entre
as frequéncias observadas nas trés regides estudadas (P>0,05). No Sertdo a frequéncia
foi de 10% (32/320) com intervalo de confianga de 6,94-13,82% no Agreste 11,11%
(9/81) com intervalo de confianca de 5,21-20,05% e no Cariri foi de 9,41% (8/85) com
intervalo de confianga de 4,15-17,71%. Os resultados da frequéncia em cada

propriedade sdo apresentadas no Quadro 1.
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Quadrol. Resultados dos testes de ELISA, para deteccio de anticorpos contra o M.
avium subesp. paratuberculosis em 486 amostras de Bovinos em 36 propriedades de 11
municipios do semiarido Paraibano

Fazenda/ municipio/ Regido Total Testados Positivos %
1/Patos/sertio 65 8 5 62,5
2/Patos/sertao 17 17 0 0,0
3/Patos/sertdo 25 10 0 0,0
4/Patos/sertao 44 22 0 0,0
5/Patos/sertdo 22 10 2 20,0
6/Patos/sertao 50 0 0,0
7/Piancd/sertdo 26 1 11,11
8/Pianco/sertdao 15 1 14,29
9/Piancé/sertao 25 15 2 13,33
10/Pianco/sertdo 28 9 1 11,11
11/Piancd/sertdo 15 0 0,0
12/ Piancd/sertdo 160 15 1 6,66
13/Piancd/sertdao 180 15 2 13,33
14/ Piancd/sertdo 20 9 0 0,0
15/ Piancd/sertdo 57 15 1 6,66
16/ Piancd/sertdo 8 5 0 0,0
17/Piancé/sertdo 120 20 2 10
18/Nova Olinda/sertao 100 18 3 16,66
19/Santa Terezinha/sertao 45 19 8 42,10
20/Sao J. Espinharas/sertao 100 24 1 4,16
21/Sao J. Bonfim/sertio 18 18 1 5,55
22/Santa Gertrudes/sertdao 80 10 1 10,0
23/Sdo Gongalo/sertdo 84 16 0 0
24/Sao Gongalo/sertao 25 15 0 0
25/Bananeiras/agreste 28 11 0 0,0
26/Bananeiras/agreste 30 25 1 4,0
27/Bananeiras/agreste 58 15 1 6,66
28/Campina Grande/agreste 105 30 7 23,33
29/Boa Vista/cariri 100 14 0 0,0
30/Boa Vista/cariri 120 19 2 10,52
31/Boa Vista/cariri 30 9 0 0,0
32/Boa Vista/cariri 25 5 1 20,00
33/Boa Vista/cariri 28 5 0 0,0
34/Boa Vista/cariri 52 5 0 0,0
35/Boa Vista/cariri 50 14 4 28,57
36/Cabaceiras/cariri 80 14 1 7,14
TOTAL 2035 486 49 10,08
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DISCUSSAO

O diagnostico da enfermidade em diversas fazendas da Paraiba, a alta frequéncia de
anticorpos (70,6%) em duas fazendas onde ocorreram casos clinicos de paratuberculose,
e a presenca de anticorpos em 21 de 36 fazendas sem historico da doenca, que
apresentaram uma frequéncia média de 10, 08%, sugere que o Map estd disseminado
nas trés regidoes estudadas do estado da Paraiba. Em outros paises a prevaléncia de
anticorpos € varidvel; nos Estados Unidos e Canada varia de 4,73% a 18% (Pence et al
2003, Sorensen et al. 2003, Paolicchi 2004), na Australia de 9% a 22% e na Argentina,
na provincia de Buenos Aires, de 7,2% a 19,6% (Paolicchi 2004). Nos Estados Unidos
estima-se que a paratuberculose ocasiona perdas anuais de 1500 milhdes de dodlares e
que a industria leiteira perde de 200 a 250 milhdes de dodlares por ano (Stabel 1998,
Paolicchi 2004). No Canada as perdas econdmicas sdo estimadas em 15 milhdes de
dolares por ano na industria leiteira (Mckenna et al. 2006). Na Australia estima-se que
as perdas econdmicas anuais s3o de 2,4 milhdes de dolares, na Nova Zelandia 8,8
milhdes de dolares/ano e na Holanda 42,5 milhdes de doélares/ano (Kennedy &
Benedictus 2001). No Brasil, em fazendas sem casos clinicos foram encontradas
prevaléncias ainda maiores que as observadas na Paraiba, de 18% no Rio de Janeiro
(Ferreira et al. 2001) e 39,8% no Rio Grande do Sul (Gomes 2002). Em Pernambuco em
uma fazenda com casos clinicos de paratuberculose a prevaléncia de anticorpos foi de
32,8% (Mota et al. 2007).

Todos esses dados, avaliados no seu conjunto, sugerem que a paratuberculose ¢
uma doenc¢a que causa perdas econOmicas importantes na Paraiba e no Brasil. Em
pequenos ruminantes, na Paraiba, foi encontrada uma alta frequéncia de anticorpos para
paratuberculose, 48,3% em caprinos e 50,63% em ovinos (Medeiros et al. 2011). Os
autores sugerem que a alta frequéncia deve-se ao confinamento ou semi-confinamento
em condic¢des higiénicas que favorecem a transmissdo da enfermidade (Medeiros et al.
2011). E evidente a necessidade de realizar maiores investigagdes para verificar o
impacto econdmico da doenca, os fatores de risco e as medidas de controle mais

adequadas para as diferentes regides.
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