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avium subsp. paratuberculosis infection in dairy herds of Microregion Garanhuns,
Pernambuco.] Avaliagio soroldgica e de fatores de risco para a infeccdo por Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis em rebanhos leiteiros da Microrregido de Garanhuns,
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Pernambuco, Unidade Académica de Garanhuns, Av. Bom Pastor s/n, Boa Vista, Garanhuns,
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The present study aimed to conduct an epidemiological investigation of Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) infection in dairy cattle of the Garanhuns microre-
gion, in Pernambuco, Brazil. Blood samples were collected from 408 animals from 19 herds
located in 15 cities. Serological tests were performed by indirect immunoenzymatic assay
(ELISA) for antibodies against MAP. In all farms, a questionnaire to investigate risk factors
was used, and Global Position System (GPS) receivers were used to collect geographic co-
ordinates to show the spatial distribution of the animals. The prevalence of MAP infected
cattle was 2.7% (11/408; I.C. 1.4-4.9). The rate of infection was 47.4% (9/19). An annual
birth rate over 51 calves/year (OR 3.8; I.C. 1.1-13.1) was identified as a risk factor in logistic
regression analysis. Thus, it is concluded that MAP infection is present in dairy cattle of the
microregion studied here, and control measures based on the identified risk factors should
be implemented in order to reduce the sources of infection.

INDEX TERMS: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, Johne diseases, risk factors, MAP,

cattle.

RESUMO.- Objetivou-se com esse trabalho realizar um
inquérito epidemiolégico da infec¢do por Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) em bovinos leiteiros
da microrregido de Garanhuns, Pernambuco, Brasil. Para
este estudo foram coletadas amostras sanguineas de 408
animais, provenientes de 19 rebanhos localizados em 15
municipios. O exame sorolégico foi realizado por Ensaio
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Imunoenzimatico (ELISA) indireto para detecgido de anti-
corpos frente ao MAP. Em todas as propriedades, foi aplica-
do um questiondario investigativo para analise dos fatores
de risco, e as coordenadas geograficas coletadas por um
aparelho de Global Position System (GPS) para realizacdo
da distribuicdo espacial. A prevaléncia da infecgdo por MAP
foi de 2,7% (11/408; I.C. 1,4-4,9). O numero de focos foi
47,4% (9/19). Na andlise de regressao logistica foi identifi-
cado como fator de risco a taxa anual de nascimentos supe-
rior a 51 bezerros/ano (OR 3,8; I.C. 1,1-13,1). Desta forma,
conclui-se que a infeccdo por MAP encontra-se presente
nos rebanhos bovinos leiteiros da microrregido estudada
e que medidas de controle baseadas nos fatores de risco
identificados devem ser implementadas com o objetivo de
reduzir o numero de focos da infeccao.

TERMOS DE INDEXACAO: Mycobacterium avium subsp. paratu-
berculosis, doenga de Johne, fatores de risco, MAP, bovinos.
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INTRODUCAO

Aparatuberculose é uma enfermidade caracterizada por en-
terite granulomatosa cronica que acomete principalmente
bovinos, ovinos, caprinos e ruminantes silvestres, sendo
causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP), e se caracteriza por apresentar uma longa fase sub-
clinica, ocasionando grandes perdas na producio (Bennett
et al. 2012). E um dos principais problemas para a satide
dos ruminantes de todo mundo e causa significativas per-
das econdmicas para a industria de laticinios (Janagama
et al. 2010). No maior produtor de leite, EUA, essas per-
das chegam a $200 milhGes de délares por ano (Cho et al.
2012).

No Brasil relatos de paratuberculose em bovinos ocor-
reram no Rio de Janeiro (Dupont 1915, Santos & Silva 1956,
Darcoso-Filho et al. 1960, Silva & Pizelli 1961, Yamasaki et
al. 2010), Santa Catarina (Portugal et al. 1979), Rio Grande
do Sul (Ramos et al. 1986, Driemeier et al. 1999), Minas Ge-
rais (Nakajima et al. 1991), Sdo Paulo (Fonseca et al. 1999),
Paraiba (Dias et al. 2002, Mota et al. 2009, Oliveira et al.
2010, Medeiros et al. 2012), Goias (Acypreste et al. 2005),
Para (Silva 2005), Espirito Santo (Costa et al. 2010) e Per-
nambuco (Mota et al. 2007).

Alguns fatores contribuem para a ocorréncia da doenga
nos rebanhos, tais como, sistema de criagdo, tamanho do
rebanho, volume de producao leiteira, manejo do rebanho
(especialmente criagdo de animais jovens com adultos),
estresse causado pela retirada diaria do leite, transporte,
parto, deficiéncias minerais e nutricionais e elevadas car-
gas parasitarias (Merkal 1975, Dufour et al. 2004). O con-
tato direto de bezerros com fezes de vacas adultas infecta-
das por MAP, foi considerado por Doré et al. (2012), como
o fator de risco mais importante na transmissao do agente
aos bezerros.

Com a andlise epidemioldgica da infeccdo por MAP,
espera-se subsidiar a elaboracdo de medidas profilaticas
integradas, contribuindo significativamente para reducdo
das perdas decorrentes da paratuberculose em bovinos lei-
teiros, visto que ha poucos dados da mesma. Objetivou-se
com esse trabalho relatar os aspectos epidemioldgicos da
infeccdo por MAP em bovinos leiteiros da microrregido de
Garanhuns, Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

0 projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal Rural de Pernambuco com a licenga n®
014/2010.

Os animais foram procedentes de rebanhos leiteiros de 15
municipios da Microrregido de Garanhuns, estado de Pernam-
buco (Fig.1A). Foram analisados animais de 19 propriedades
sem histdrico de paratuberculose distribuidas nos municipios de
Angelim (1), Bom Conselho (2), Caetés (1), Calgados (1), Canho-
tinho (1), Correntes (1), Garanhuns (2), lati (2), Jucati (1), Lagoa
do Ouro (1), Lajedo (1), Palmeirina (1), Saloa (2), Sdo Jodo (1) e
Terezinha (1).

Para compor a amostra de estudo da prevaléncia foi consi-
derado um total de 336.221 cabegas de bovinos na microrregido
(IBGE 2006), admitiu-se uma prevaléncia esperada de 50%, visto
que nao ha dados da ocorréncia da infec¢do na microrregido es-
tudada, essa propor¢ao maximizou o tamanho da amostra garan-

tindo a confianga minima de 95% e erro estatistico de 5%, e esse
parametro forneceu um tamanho de amostra (n) de 385 animais
(Thrusfield 2004). Para o célculo das amostras por propriedade
utilizou-se o programa computacional WinEpiscope 2.0, utilizan-
do-se os parametros de amostragem supracitados. Como margem
de seguranca foram coletadas 408 amostras de bovinos de ragas
produtoras de leite como Holandesas, Gir leiteiras e Girolandas,
acima de dois anos de idade, com aptiddo leiteira e submetidos a
diferentes sistemas de manejo.

Antes de cada coleta foi aplicado em cada um dos rebanhos
visitados, um questionario investigativo, padronizado, contendo
questdes sobre o manejo higiénico-sanitario do rebanho (sistema
de criagdo, fonte hidrica, tipo de ordenha, limpeza das instalagdes,
presenca de bezerro ao pé, realizacdo de quarentena e desinfec-
¢do de instrumentos, rotagdo de pastagens, suplementacdo ali-
mentar, presenca de esterqueiras e comedouros comuns, limpeza
de tibere antes do fornecimento do colostro e contatos de bezer-
ros com fezes de adultos), além de anotag¢des individuais por ani-
mal quando necessario.

0 exame sorolégico foi realizado de acordo com o protocolo
preconizado pelo kit para detec¢do de anticorpos frente a Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), Pourquier ®
ELISA-IDEXX Paratuberculosis Screening. Para o calculo dos re-
sultados, as reagoes consideradas validas foram a média do con-
trole positivo (CPx), quando este apresentou um valor minimo
médio de 0D450 de 0,350 e quando o coeficiente entre a média do
CPx e o controle negativo (CN A450) foi igual ou superior a 3,00.
As amostras com ponto de corte A/P, com percentagem inferior a
60% foram consideradas negativas, enquanto amostras com re-
sultado superior a 60% e menos que 70% inconclusivas e maiores
ou iguais a 70%, positivas a presenca de anticorpos frente ao MAP.

Foi utilizada a andlise estatistica descritiva para o calculo das
frequéncias relativa e absoluta dos resultados obtidos no teste
soroldgico. Para identificar os fatores de risco associados a infec-
¢do, foi realizada uma analise univariada das variaveis de interes-
se através do teste qui-quadrado de Pearson, ou Exato de Fisher,
quando necessario. Posteriormente foi feita uma andlise de re-
gressao logistica, considerando como variavel dependente o exa-
me sorolégico (positivo ou negativo). O programa EPI INFO™, ver-
sdo 7.1.0.6., foi utilizado para a execugao dos calculos estatisticos.

Para elaboracdo dos mapas de distribuicdo geografica das
propriedades (positivas e negativas) foram coletadas coordena-
das na projecdo Universal Transversal Mercator (UTM) em cada
propriedade visitada com o auxilio de um equipamento GPS (Glo-
bal Position System). Os dados georreferenciados foram lan¢ados
nos aplicativos TerraView para o mapeamento cartografico.

RESULTADOS

A prevaléncia da infecgao por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) foi 2,7% (11/408; 1.C. 1,4-4,9). O
numero de propriedades com pelo menos um animal po-
sitivo foi de 47,4% (9/19), e pertenciam aos municipios de
Caetés (1), Saloa (1), Garanhuns (2), Lajedo (1), Canhoti-
nho (1), Palmeirina (1) e Bom Conselho (2). Das nove pro-
priedades com animais sororregantes a infeccdo por MAP
(Fig.1B), o municipio que apresentou maior prevaléncia foi
Bom Conselho com animais positivos nas duas proprieda-
des visitadas (5,0% e 11,7%), seguido por Saloa (10,0%),
Caetés e Palmeirina (6,6%) (Fig.2).

Na andlise univariada dos fatores de risco observou-
-se associacdo significativa para a taxa anual de nasci-
mentos (p=0,0390). Outras variaveis analisadas, porém,
sem associac¢do significativa ao nivel 5%, foram: sistema
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Fig.1. (A) Municipios estudados frente a infeccdo por Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis (MAP) da microrregido
Garanhuns em Pernambuco. (B) Prevaléncias e distribuicdo
geografica das propriedades negativas (azul) e positivas (ver-
melho) frente a infeccdo por MAP, na Microrregido Garanhuns,
Pernambuco, Brasil, 2012.
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Fig.2. Frequéncias relativas (FR.) de positividade pelo método
ELISA, nas 19 propriedades da microrregido de Garanhuns,
Pernambuco, Brasil, 2012.

de criacdo (p=0,8812), fonte hidrica (p=0,7238), tipo de
ordenha (p=0,3251), limpeza das instala¢des (p=0,7082),
presenca de bezerro ao pé (p=0,7666), animais para re-
posicdo provenientes da propriedade (p=0,8722), qua-
rentena (p=0,6030), manejo reprodutivo (p=0,6367),
desinfeccdo dos instrumentos de rotina (p=0,8888), ro-
tacdo de pastagens (p=0,4199), suplementacdo alimentar
(p=0,4521), esterqueira (p=0,1957), comedouros comuns
para jovens e adultos (p=0,2480), contaminac¢do dos ali-
mentos com fezes (p=0,1364), limpeza do Ubere antes do
fornecimento do colostro (p= 0,8623), contato dos bezer-
ros com fezes de adultos (p=0,8413) e piquete materni-
dade (p=0,5260).

O resultado da andlise de regressdo logistica em rela-
¢do ao total de propriedades analisadas, sobre os fatores de
risco associados a MAP, confirmou como fator de risco com
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associagdo positiva, a taxa anual de nascimentos superior a
51 bezerros por ano (OR 3,8; IC 1,1-13,1).

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo da infeccdo por Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP) na microrregido es-
tudada. A prevaléncia da infeccdo por MAP em rebanhos
bovinos leiteiros da microrregido de Garanhuns (2,7%) se
mostrou inferior a alguns estudos realizados em outras re-
gides brasileiras, como Sdo Paulo com 37,9% (Fonseca et al.
1999), Pernambuco, 32,3% (Mota et al. 2007), Rio de Janei-
ro com 40% (Yamasaki et al. 2010) e Espirito Santo 11,4%
(Costa et al. 2010). Estudos recentes realizados em outros
paises estimaram prevaléncias semelhantes, como Eslové-
nia com 3,9% (Kisar et al. 2011), Pol6nia 6,3% (Szteyn &
Wiszniewska-Laszczych 2011) e Ird com prevaléncias va-
riando de 4,2 a 7,7% (Sadati et al. 2012).

A diferenga dos resultados deste estudo em relagido aos
demais estados brasileiros pode ser devido ao método de
diagnostico, protocolo e fabricante dos diferentes kits ELI-
SA, ao tipo de delineamento amostral, ou ao tipo de manejo
sanitario adotado nos diferentes rebanhos. Silva (2005) ao
realizar um estudo, no estado do Par3, com um kit ELISA da
Suécia, com ponto de corte inferior ao deste trabalho en-
controu resultado superior (35,4%). Yamasaki et al. (2010)
e Mota et al. (2007) trabalharam com propriedades com
suspeita clinica ou histérico da enfermidade, o que pode
ter contribuido para as elevadas prevaléncias registradas.

Mesmo com a baixa prevaléncia encontrada neste es-
tudo, o nimero de propriedades com animais positivos
(47,4%) foi elevado (Fig.1B), como relatado em trabalho
apresentado por Acypreste et al. (2005) que encontraram
animais positivos em 100,0% das propriedades em Goia-
nia, Brasil. Esse elevado niimero pode estar relacionado a
reposicdo de animais sem o devido controle sanitario, pois
observou - se que 100,0% das propriedades realizavam re-
posicdo de até 50 animais/ano sendo 88,8% destes prove-
nientes do préprio rebanho. Desta forma, acredita-se que a
ndo identificacdo de animais positivos pode contribuir para
este quadro, uma vez que o animal, na maioria dos casos,
se infecta quando bezerro e permanece dentro do rebanho
eliminando o agente e contaminando o ambiente, sendo
considerado como portador assintomatico. A infec¢do dos
bezerros portadores de MAP e assintomaticos pode ser um
fator para a manutencdo do agente no rebanho (Sweeney
etal. 2006).

Observou-se, também, em 88,8% das propriedades com
animais positivos que a dgua fornecida era parada (agudes
e/ou barreiros), o que pode contribuir para o elevado nu-
mero de propriedades positivas, uma vez que MAP pode
permanecer viavel no solo, nas fezes e na agua por longos
periodos, e essa agua pode servir como fonte de transmis-
sdo para os animais do rebanho e rebanhos vizinhos que
porventura utilizem essa dgua para consumo dos animais.

Em relacdo ao manejo de criagdo observaram-se ani-
mais positivos nos trés tipos de criagido (extensivo, intensi-
vo e semi-intensivo), ndo havendo, porém, associa¢ao signi-
ficativa. A presenca da infecgao nestes trés tipos de criacdo
indica que independente do sistema, casos de infec¢cdo por
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MAP podem acontecer. Mundialmente existem programas
de controle da paratuberculose, embora ainda nio existam
no Brasil, estes se baseiam em procedimentos de gestdo de
rebanhos, tais como limpeza das instalagées com desinfe-
tantes especificos (formol 5%, cresol, fenol e hipoclorito
de sédio), e na separacao dos bezerros dos bovinos adultos
infectados (Lilenbaum et al. 2007).

Na andlise de regressao logistica identificou-se como
fator de risco associado a infecgdo por MAP, a taxa anual
de nascimentos superior a 51 bezerros por ano, que apre-
sentou 3,8 vezes mais chances de infec¢do, quando compa-
rados a rebanhos com taxas menores de nascimento. Este
fato pode estar relacionado ao tamanho do rebanho, pois
em rebanhos maiores ha auséncia de piquete maternida-
de e os bezerros menores de seis semanas tinham conta-
to direto com fezes de animais adultos infectados e isto
pode contribuir para a disseminacdo do agente, visto que a
transmissdo do MAP ocorre principalmente em pastos con-
taminados ou Uberes sujos com fezes contaminadas.

Associado ao nimero de nascimentos, o tamanho e a
densidade populacional podem contribuir para um maior
nimero de casos (Dufour et al. 2004). Esse fator de risco
também foi identificado por Collins & Morgan (1991) que
desenvolveram um modelo de infeccdo, onde discorre-
ram sobre alguns fatores que podiam ser avaliados para
o0 acompanhamento do curso da infecgdo em um rebanho,
como o seu tamanho, a taxa anual de nascimentos dentro
do rebanho, taxa anual de reposi¢ido dentro do rebanho, va-
cas infectadas, compra de novilhas infectadas e o contato
efetivo entre vacas e bezerros. Teoria também confirmada
por Hirst et al. (2004), que destacaram a taxa anual de nas-
cimentos e reposicdo como importantes fatores de risco
associados a infecc¢ao.

O contato dos adultos e principalmente dos bezerros
com pastagens contaminadas, aumentam a suscetibilidade
destes perante a infecgdo por MAP, ja que um dos fatores de
risco mais importantes na transmissao do agente é o contato
de bezerros com fezes de animais adultos infectados (Dore
etal. 2012). A infecgdo pela via oral dos animais que fazem
uso de pastagens adubadas naturalmente com esterco con-
taminado, ou que ingerem o leite de vacas que tenham ube-
res sujos com fezes dos currais e pastos, foram associados
significativamente com o estado da infec¢do no rebanho, e
relatados por Riemann & Abbas (1983), Collins & Morgan
(1991), Ansari-Lari et al.(2009) e Twari et al. (2009).

Outros fatores que indicaram uma tendéncia associada
a infeccdo por MAP, embora sem associacdo significativa,
foram a ndo realizacdo de quarentena ao comprar ani-
mais para reposicdo (OR 1,7; p=0,6067), ordenha manual
(OR 1,8; p=0,3315), presenca de bezerro ao pé (OR 1,2;
p=0,7670) e a falta de higienizagdo das instalacdes (OR 1,4;
p=0,7098).

Das 19 propriedades estudadas, 14 (73,7%) realizavam
algum tipo de exame ao adquirir novos animais, porém,
estes eram somente contra Tuberculose e Brucelose. Des-
ta forma, com a pouca informagdo sanitaria do rebanho,
sugere-se que ao adquirir animais e introduzi-los nos reba-
nhos os proprietarios devem realizar uma quarentena com
o intuito de impedir a introdu¢do de animais infectados por

MAP, assim como a de outros agentes infecciosos, tudo isso,
deve ser associado ao correto manejo higiénico-sanitario
das instalagdes e a rigorosa manuteng¢ao dos equipamentos
de ordenha. Esses fatores ja haviam sido confirmados an-
teriormente como fatores de risco em estudo realizado por
Ferreira (2004), Goodger et al. (1996) e Tavornpanich et
al. (2008), que concluiram também que a ordenha deve ser
feita da forma mais higiénica e menos demorada possivel e
que pela implantacdo de melhoria nas praticas de manejo
higiénico sanitario dos rebanhos, a prevaléncia da infec¢ao
por MAP pode ser diminuida.

A distribuicdo de informacgdes e/ou orientacdo aos pro-
dutores sobre a enfermidade e prejuizos por ela causados,
deve ser utilizada como incentivo para a promog¢do de uma
mudanc¢a de comportamento para melhoria na implemen-
tacdo de medidas eficazes de controle nas propriedades
(Bennett et al. 2012).

CONCLUSAO

Concluiu-se que ainfec¢do por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) ocorre nos rebanhos bovinos lei-
teiros da microrregido de Garanhuns, Pernambuco, Brasil,
o0 que indica a necessidade da implantag¢do de medidas sa-
nitarias de controle e campanhas de promogio em saude
para que a enfermidade ndo atinja maiores prevaléncias,
diminuindo assim o ndmero propriedades com animais
positivos nesta regido que representa uma das principais
bacias leiteiras do estado.
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