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Paratuberculosis also known as Johne’s disease, is a granulomatous enteritis caused by
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), an acid-fast bacillus that preferentially
resides within host intestinal macrophages. The condition is most commonly seen in domestic
ruminants, however MAP can also infect other mammalian species. Paratuberculosis shows
a global distribution and is considered endemic in some regions. The World Organization for
Animal Health (OIE, Office International des Epizooties), have classified paratuberculosis as a
notificable disease; considered to be of socio-economic and/or public-health importance, the
control of which is necessary for the international trade of animal and animal products. The
importance of paratuberculosis is related primarily to economic losses in the animal industry
and also because of a potential role for this bacterium in the pathogenesis of Crohn’s disease,
a debilitating condition affecting the digestive tract of humans. In Brazil, paratuberculosis has
been reported in a variety of ruminant species and shows a broad geographic distribution.
The reported incidence of natural cases in Brazil has been limited, but it is believed that inte-
respecific transmission of MAP and dissemination of the agent is driven by the commerciali-
zation of infected animals. The main objective of this paper was to collate the published epi-
demiological, clinic-pathological and diagnostic information in relation to paratuberculosis in
cattle, buffaloes, goats and sheep in Brazil. Moreover, it served as a platform to emphasize the
requirement to implement sanitary policies for control of MAP in the county, which may serve

to improve the quality and value of animal products on international markets.

INDEX TERMS: Paratuberculosis, Johne’s disease, cattle, buffaloes, sheep, goats, Brazil.

RESUMO.- A paratuberculose ou doenca de Johne é uma
enterite granulomatosa causada por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis (Map) e comumente afeta rumi-
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nantes domésticos, no entanto, pode infectar varias espé-
cies de mamiferos. Esta presente nos cinco continentes e
é considerada endémica em algumas regioes pela Organi-
zacdo Internacional de Epizootias (OIE). Pertence a lista
de enfermidades notificaveis, que compreende as doencas
transmissiveis de importancia s6cio-econémica e/ou em
saude-publica, cujo controle é necessario para o comércio
internacional de animais e alimentos de origem animal. A
importancia da doenca de Johne ndo se restringe somen-
te aos prejuizos econémicos causados a industria animal,
mas também na possivel participacdo do Map na ileocolite
granulomatosa que afeta seres humanos, conhecida como
doenca de Crohn. No Brasil, a paratuberculose ja foi descri-
ta em diversas espécies de ruminantes e em varios estados.
Embora os relatos naturais da enfermidade sejam pontuais,
acredita-se na possibilidade da transmissao interespecifica
e na disseminacdo do agente através da compra e venda
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de animais infectados. O objetivo deste artigo foi reunir as
informacgodes disponiveis referentes aos aspectos epidemio-
l6gicos, clinico-patolégicos e laboratoriais da paratubercu-
lose em bovinos, bubalinos, caprinos e ovinos no Brasil, e
salientar a necessidade de implementacdo de medidas de
controle sanitario da enfermidade no pafs, o que possibi-
litaria a melhoria da qualidade e valorizacdo dos produtos
de origem animal no mercado internacional.

TERMOS DE INDEXACAO: Paratuberculose, bovinos, biifalos, ovi-
nos, caprinos, Brasil.

INTRODUCAO

A doenga de Johne esta presente nos cinco continentes e
é considerada uma doenca transmissivel de importancia
sécio-econdmica e/ou em saude-publica, cujo controle é
necessario para o comércio internacional de animais e ali-
mentos de origem animal (OIE 2012). Os mecanismos de
persisténcia e viruléncia do Map ndo estdo completamente
elucidadas, mas, assim como outras micobactérias pato-
génicas, o Map mostra resisténcia a destruicao pelos ma-
crofagos através da inibicdo da conversdo de fagossomos a
fagolisossomos (Jubb et al. 2007, Coussens et al. 2010). Co-
mumente afeta ruminantes domésticos, no entanto, pode
infectar varias espécies de mamiferos (Clarke 1997, OIE
2012).

Os prejuizos econémicos causados pela paratuberculo-
se ocorrem, principalmente, em rebanhos leiteiros e estdo
relacionados a diminui¢do da producdo de leite, no ganho
de peso, baixa eficiéncia reprodutiva, abate prematuro e re-
ducdo do valor da carcaga ao abate (Hendrick et al. 2005,
OIE 2012) e é considerada uma potencial ameaca a indus-
tria animal devido a sua natureza insidiosa (OIE 2012). O
impacto econémico global que a enfermidade causa na pro-
ducdo animal ndo esta claramente definido, no entanto, nos
EUA, por exemplo, estima-se que as perdas anuais cheguem
a 250 milhoes de délares (Losinger 2005).

A importancia da doenca de Johne na saude publica
se deve a sua possivel associagdo com a doenga de Crohn
(Crohn et al. 1932, Hermon-Taylor 2001, Grant 2005, Oku-
ra et al. 2012). Neste contexto, pesquisadores tém relata-
do a presenca de Map no leite cru e pasteurizado (Grant
et al. 2002, Ayele et al. 2005, Slana et al. 2009, Okura et al.
2012); além disso, a micobactéria foi detectada no sangue
de pacientes com a doenc¢a de Crohn (Naser et al. 2004).
Esta possivel relagdo com a enterite em seres humanos é
polémica, e ainda sdo necessarios estudos epidemiolégicos
amplos, com a utilizacdo de modernas técnicas moleculares
para desvendar a real causa da doenga de Crohn e deter-
minar se o Map tem significado etiolégico primario ou se é
apenas um invasor secundario (Collins et al. 2000, Naser et
al. 2004, Austschbach et al. 2005, Singh et al. 2010, Momo-
tani et al. 2012). Até o momento, a paratuberculose nio é
considerada uma zoonose (OIE 2012).

No Brasil, estudos realizados nos ultimos 97 anos, de-
monstraram que a enfermidade estd presente em varias
regides do pais: Dupont 1915, Santos & Silva 1956, Dacorso
Filho et al. 1960, Silva & Pizelli 1961, Portugal et al. 1979,
Riveira 1996, Driemeier et al. 1999, Fonseca et al. 2000,
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Ferreira et al. 2001, Gomes et al. 2002, Acypreste et al.
2005, Mota et al. 2007, Ristow et al. 2007, Dib et al. 2008,
Mota et al. 2010, Yamasaki et al. 2010, Dalto et al. 2012,
entre outros (Quadro 1) e os prejuizos econémicos asso-
ciados com Map estdo provavelmente subestimados. Nota-
-se a crescente importancia da paratuberculose no Brasil
ndo sé em bovinos, mas também em bubalinos (Barbosa et
al. 2010, Mota et al. 2010, Dalto et al. 2012), ovinos e ca-
prinos (Jacintho et al. 2009, Oliveira et al. 2010, Medeiros
et al. 2012a). Sendo detentor do maior rebanho comercial
de bovinos do mundo, o Brasil precisa colocar no mercado
produtos de origem animal de qualidade e de baixo risco
sanitario para consumidores internos cada vez mais exi-
gentes (PNCEBT 2006). Por este motivo, o objetivo deste
artigo foi reunir as informacdes disponiveis na literatura,
referentes aos aspectos epidemiolégicos, clinico-patolégi-
cos e laboratoriais da paratuberculose em bovinos, buba-
linos, caprinos e ovinos no Brasil e, salientar a necessida-
de de implementacdo de medidas de controle sanitario da
enfermidade no pais, fato que possibilitaria a melhoria da
qualidade e valorizagdo dos produtos de origem animal no
mercado internacional.

BREVE HISTORICO DA PARATUBERCULOSE

A paratuberculose foi descrita pela primeira vez na Ale-
manha, em 1895, por Johne e Frothingam como uma for-
ma atipica da tuberculose em uma vaca com seis anos de
idade, que apresentava perda de peso e diarreia cronica
(Johne & Frothigam 1895). A necropsia, os autores obser-
varam enterite sem lesdes compativeis com tuberculose
intestinal, apesar de a histopatologia revelar infiltragdo
granulomatosa e BAARs. No inicio foi proposto o nome de
enterite pseudotuberculosa, e posteriormente foi modifi-
cado para paratuberculose, ao constatarem que se tratava
de uma bactéria diferente daquela causadora da tubercu-
lose. Anos mais tarde, foi também denominada de doenca
de Johne. Apenas em 1910 o microrganismo foi isolado em
meio de cultivo e caracterizado como Mycobacterium ente-
ritidis chronicae pseudotuberculosae bovis Johne (Twort &
Ingram 1912). Ap6s pesquisas, estudiosos o denominaram
de Mycobacterium johnei e Mycobacterium paratuberculosis
e, apenas em 1990 recebeu a denominacgdo taxonomica de
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Thorel et al.
1990), aceita até hoje.

A PARATUBERCULOSE NO BRASIL

No Brasil, a doenga de Johne foi relatada pela primeira vez,
no ano de 1915, no Jornal do Commeércio, em bovinos da
raca Flamenga importados da Bélgica, no entdo Posto Zoo-
técnico Federal de Pinheiro, no estado do Rio de Janeiro,
pelo Professor Otavio Dupont (Dupont 1915). Atualmente
ha descri¢des da enfermidade em varios estados do pais e
em diversas espécies de ruminantes; estudos demonstra-
ram que a paratuberculose estid presente em 11 estados
brasileiros em bovinos, bufalos, ovinos e caprinos (Quadro
1) e sugerem que a enfermidade foi introduzida no territé-
rio nacional através da importagdo de animais infectados.
As primeiras evidéncias da enfermidade ocorreram em bo-
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Quadro 1. Histérico da paratuberculose no Brasil

Ano Autores Cidade/Estado Espécie Observagdes
1915 Dupont Rio de Janeiro Bovino Animal importado da Bélgica, Posto Zootécnico Federal em Pinheiros
1956 Santos & Silva Barra Mansa, Rio de Janeiro  Bovino Touro importado da Holanda, exames clinicos e anatomo-histopatolégicos
1960 Darcorso Filho etal.  Petrépolis e Bangu, Riode = Bovino Exames clinicos e andtomo-histopatoldgico
Janeiro
1961 Silva & Pizelli Petrépolis, Rio de Janeiro Bovino Exames necroscépico e bacterioldgico de esfregacos de fezes, mucosa intestinal e
linfonodos mesentéricos
1961 Silva Néo informado Cultivo bacteriano em meio Hohn. Primeiro isolamento da micobacteria no Bra-
sil, a partir de suspensdes de ganglios linfaticos mesentéricos
1968 Silva Ndo informado Ovino Teste intradérmico com jonina. Reproducio da doenca em ovinos através da ino-
culagdo via oral de Map proveniente de bovino infectado
1979 Portugal et al. Brusque e Florianoépolis, Santa Bovino Teste intradérmico PPD mamifera e aviaria. Exames clinico, anatomo-histopato-
Catarina légicos e cultivo bacteriano. Touro nacional e vaca importada da Holanda.
1986 Ramos et al. Rio Grande do Sul Bovino Teste intradérmico com jonina. Isolamento em HEYM com micobactina e exames
clinicos, anatomo-histopatoldgicos
1991 Nakajima et al. Juiz de Fora, Minas Gerais Bovino Vacaimportada dos EUA, oriunda do estado do Parana
1994  Poester & Ramos Rio Grande do Sul Caprino Teste intradérmico com jonina, exames andtomo-histopatolégicos. Reprodugdo
da doenga através de inoculagdo oral de emulsido de mucosa intestinal de bovino
com paratuberculose
1996 Riveira Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo Bovino ELISA indireto
1999 Driemeier etal.  Capela de Santana, Rio Grande Bovino Exames clinicos e anatomo-histopatolégicos e isolamento em HEYM com micobactina
do Sul
2000 Fonseca et al. Sdo Paulo Bovino ELISA
2001 Ferreira et al. Rio de Janeiro Bovino ELISA
2002 Gomes et al. Capela de Santana, Rio Grande Bovino ELISA, IDGA, isolamento do agente em HEYM com micobactina
de Sul
2002 Dias et al. Paraiba Bovino Isolamento do agente em HEYM com micobactina
2003 Cunha et al. Goias Bovino Exames clinicos e anatomo-histopatologicos
2003 Ferreira et al. Resende, Rio de Janeiro Bovino ELISA, isolamento do agente em HEYM com micobatina, histopatologia
2005 Silva Para Bovino Bovinos de corte, ELISA
2005 Acypreste et al. Goiania, Goias Bovino ELISA
2005 Rodrigues Resende, Rio de Janeiro Bovino Exames clinicos, anatomo-histopatolégicos, imunohistoquimica, isolamento em
HEYM com micobactina e, ELISA e PCR F57
2007 Ristow et al. Rio de Janeiro Bovino ELISA, Isolamento microbiano em HEYM com micobactina e exames clinicos e
anatomo-histopatolégicos
2007 Mota et al. Regido da Zona da Mata, Per- Bovino ELISA, isolamento do agente, exames clinicos e anatomo-histopatolégicos
nambuco
2008 Oliveira et al. Paraiba Bovino Exames clinicos e anatomo-histopatolégicos
2008 Carvalho Vigosa, Minas Gerais Bovino Isolamento em HEYM com micobactina, ELISA, PCR IS900 e ISMav2, sequencia
mento do Map
2009 Mota et al. Paraiba Bovino Exames clinicos e andtomo-histopatoldgicos e isolamento em HEYM com mico
bactina
2009 Jacintho et al. Espirito Santo do Pinhal, Sdo Caprino Exames clinicos e anatomo-histopatolégicos. Animal procedente de Farroupilha, RS
Paulo
2010 Oliveira et al. Paraiba Caprino Teste intradérmico PPD mamifera e aviaria. Exames clinicos e anatomo-histopa
e ovino tolégicos e imunohistoquimica
2010 Mota et al. Pernambuco Bubalino Isolamento do agente, exames clinicos e anatomo-histopatol6gicos, PCR IS900
2010 Yamasaki et al. Rio Claro, Rio de Janeiro Bovino Teste intradérmico PPD mamifera e aviaria. ELISA, exames clinicos e anatomo-
histopatoldgicos, isolamento do agente em HEYM com micobactina, PCR IS900
2010 Barbosa etal. Maranhao Bubalino Exames clinicos e anatomo-histopatolégicos
2012a Medeiros et al. Paraiba Caprino ELISA, isolamento em HEYM com micobactina
e ovino
2012b Medeiros et al. Paraiba Bovino ELISA
2012 Carvalho et al. Vicosa, Minas Gerais Bovino PCRIS900, clonagem e sequenciamento genético
2012 Dalto et al. Eldorado do Sul, Rio Grande Bubalino ELISA, isolamento do agente em HEYM com micobactina, exames clinicos e ana-

do Sul

tomo-histopatoldgicos, imunohistoquimica, PCR IS900

vinos importados da Bélgica (Dupont, 1915), da Holanda
(Santos e Silva 1956, Portugal et al. 1979), em cria de vaca
trazida da Holanda (Dacorso Filho et al. 1960) e mais re-
centemente, em animais oriundos da Argentina (Driemeier
etal. 1999).

Entre o primeiro caso descrito da doencga de Johne no
Brasil, no ano de 1915 até meados dos anos 90, o diagnos-
tico foi baseado em achados clinicos e anatomo-histopa-
tolégicos com a demonstracdo de BAARs e ou isolamento
do Map em meio de cultivo. As estimativas de prevalén-

cia, tanto em nivel individual quanto de rebanho, sdo rea-
lizadas de acordo com a importancia da enfermidade em
diversos setores, como por exemplo, na economia, na pro-
dugdo animal e ou na saude publica. O planejamento das
medidas sanitarias requer objetivos diferentes conforme a
necessidade que cada regido geografica apresenta em rela-
¢do aincidéncia da enfermidade estudada, ou seja, medidas
voltadas para a erradicacdo da enfermidade em areas com
baixa prevaléncia de animais infectados, ou para o controle
em areas com alta prevaléncia ou ainda, para o aumento
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da vigilangia em locais em que a enfermidade encontra-se
ausente. Desta forma, a obtencdo de dados sobre a preva-
léncia de animais infectados exige testes laboratoriais com
sensibilidade e especificidade confiaveis. Neste contexto, é
interessante salientar que, apesar do advento de modernas
técnicas imunoldgicas e moleculares de diagnéstico da pa-
ratuberculose, o cultivo bacteriano ainda é considerado o
método “gold standard” para o diagndstico definitivo da pa-
ratuberculose ou para a validagao de novos testes (Timms
etal. 2011), e isto pode estar relacionado as diversas pecu-
liaridades associados ao patogeno e a resposta imunologi-
ca do hospedeiro frente a infecgao.

EPIDEMIOLOGIA

Os aspectos epidemiolégicos da paratuberculose tém sido
amplamente descritos em varios paises; o Map afeta princi-
palmente bovinos e também foi descrita em ovinos, capri-
nos, bubalinos, ruminantes silvestres e em outras espécies
de mamiferos (Behr & Collins 2010, OIE 2012). Criagdes
leiteiras sdo as mais afetadas, pois o confinamento oferece
condig¢des para a propagacao da infec¢ao entre os individu-
os (Nielsen & Toft, 2008).

Nos casos descritos da enfermidade no Brasil, em geral,
estdo relatados os achados clinico-patologicos e aspectos do
diagnéstico laboratorial, porém, as informagdes epidemio-
légicas ndo estdo detalhadamente apresentadas. A partir
das informacgdes disponiveis, nota-se que bovinos leiteiros
sdo os mais afetados; ha descri¢des nesta espécie nas cinco
regides do pais: na regido nordeste, nos estados de Pernam-
buco (Mota et al. 2007) e Paraiba (Oliveira et al. 2008, Mota
etal. 2009); na regido sudeste nos estados do Rio de Janeiro
(Dupont 1915, Santos e Silva 1956, Dacorso et al. 1960, Silva
& Pizelli 1961, Ferreira etal. 2003, Ristow et al. 2007, Yama-
sakietal. 2010 ), Sdo Paulo (Fonseca etal. 2000) e Minas Ge-
rais (Nakajima etal. 1991, Carvalho 2008); na regido Sul, em
Santa Catarina (Portugal et al. 1979), Rio Grande do Sul (Ra-
mos etal. 1986, Driemeier et al. 1999, Gomes etal. 2002); na
regido centroeste, nos estados de Mato Grosso do Sul (Rivei-
ra 1996) e Goias (Cunha et al. 2003, Acypreste et al. 2005)
e na regido norte, no estado do Para (Silva 2005). Na espé-
cie bubalina, apesar de ser considerado menos susceptivel
a infeccdo pelo Map em relagdo aos bovinos (Sivakumar et
al. 2006), foram relatados, até o momento, casos clinicos de
paratuberculose em duas regides do pais; o primeiro caso
foi descrito na regido nordeste, estado de Pernambuco por
Mota et al. (2010), em seguida por Barbosa et al. (2010) no
estado de Maranhdo. Posteriormente, Dalto et al. (2012)
relataram um rebanho bubalino infectado por Map na re-
gido Sul, no estado do Rio Grande do Sul. Até o momento,
a ocorréncia da doenca de Johne em pequenos ruminantes
no pais, foi descrita em apenas duas regides brasileiras;
na regido sudeste, especificamente no estado de Sdo Pau-
lo (Jacintho et al. 2009) e na regido nordeste, no estado da
Paraiba em caprino e ovino (Oliveira et al. 2010, Medeiros
et al. 2012a). Portanto, atualmente no Brasil, ha relatos de
casos naturais da paratuberculose em grandes e pequenos
ruminantes nascidos e criados no territério nacional, diag-
nosticados por aspectos clinico-patolégicos e confirmados
por testes laboratoriais especificos (Quadro 1).
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A principal via de infecgdo é a oro-fecal nos primeiros
meses de vida do animal, no momento da ingestdo de co-
lostro ou leite e quando entram em contato com o Ubere
contaminado com fezes contendo a micobactéria (Begg &
Whittington 2008). No Brasil, Dalto et al. (2012) relata-
ram que bezerros do rebanho de bubalinos estudado, eram
criados no sistema de aleitamento natural diretamente do
Ubere e varios bezerros mamavam coletivamente nas fé-
meas lactantes, esta condi¢do pode favorecer os indices de
soropositivos no rebanho. Existem também, evidéncias de
infeccdo intrauterina de bovinos e ovinos em estagio avan-
cado da doenca, quando a fémea gestante é portadora de
grande quantidade de microrganismos e a anergia permite
a migracdo de macrofagos infectados para outros 6rgdos
através do sistema linfatico (Chiodini et al. 1984a, Buergelt
et al. 2006, Whittington & Windsor 2009). Silva (1961) re-
latou a observacdo de BAARs em bago de feto de vaca com
sinais clinicos da enfermidade no pais; nestes casos a mi-
cobactéria pode ser isolada em meio de cultivo através do
colostro e do leite (Pithua et al. 2011).

0 lento desenvolvimento da doenca de Johne e a subse-
quente imperceptivel e prolongada transicdo entre os esta-
gios da infecgao, dificultam a deteccdo de todos os animais
infectados no rebanho (Behr & Collins 2010). Os dados so-
bre a prevaléncia mundial da paratuberculose variam nota-
velmente de acordo com a metodologia utilizada no estu-
do (isolamento bacteriano, sorologia, técnicas de biologia
molecular) e o tipo de amostra analisada (Nielsen & Toft,
2008, Behr & Collins 2010, Timms et al. 2011, OIE 2012).
Estima-se que cerca de 30 a 50% do rebanho mundial esta
infectado (Behr & Collins 2010). Em um rebanho bovino
infectado, em média, 10% dos animais desenvolvem a do-
enca, o restante, em sua maioria, eliminam o agente atra-
vés das fezes, sem apresentar os sinais clinicos ao longo de
sua vida. A manifestagdo clinica pode estar relacionada a
diversos fatores, tais como, ingestio de diferentes doses in-
fectantes de Map, susceptibilidade individual a infeccdo e
idade em que o animal teve o primeiro contato com o Map
(Nielsen & Toft 2008). Em um rebanho, geralmente a mor-
talidade é menor que 1% ao ano e estima-se que até 70%
dos animais podem estar infectados (Timms et al. 2011).
Animais com diarreia eliminam maior quantidade de Map
em comparag¢ao com individuos assintomaticos, que pode
ocorrer em qualquer fase da infecgdo, além disso, a bactéria
é raramente detectada antes dos dois anos de idade (Clarke
1997, Behr & Collins 2010, Timms et al. 2011).

A transmissdo para animais adultos é pouco comum,
pois sdo mais resistentes a infec¢do; porém, alguns pesqui-
sadores reproduziram a doenca em individuos desta faixa
etaria através da administracdo de diferentes doses de Map
(Kurade et al. 2004, Clarke et al. 2010, Clarke et al. 2011).
A possibilidade de infeccdo entre as espécies também foi
constatada experimentalmente no Brasil, por Silva (1968)
e Poester & Ramos (1994) respectivamente, em ovinos e
caprinos, os quais desenvolveram a patologia ap6s admi-
nistracdo via oral, de emulsdo de intestino e linfonodo me-
sentérico de bovino com paratuberculose clinica. No entan-
to, estudos comparativos revelaram que isolados de Map de
ovinos e de bovinos possuem caracteristicas moleculares
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diferentes (Whittington et al. 2001, Collins et al. 2002), este
achado apresenta uma implicagdo epidemiolégica impor-
tante nas propriedades em que as duas espécies sdo cria-
das na mesma pastagem e, portanto, a infec¢do entre ovi-
nos e bovinos pode ser bem menos frequente (Douarre et
al. 2012). A identificacao de diferentes cepas de microrga-
nismos é uma ferramenta valiosa em investigacdes epide-
miolégicas (Kaur et al. 2011), e possibilita determinar, por
exemplo, a fonte de infecgao, os fatores de risco que influen-
ciam na transmissao do patégeno, se a infeccdo é resultado
da introducao de um animal proveniente de outro rebanho
ou se esta associada ao contato com o ambiente contami-
nado da propriedade. Isto facilita a avaliacdo de programas
de controle regionais e ado¢do de medidas sanitarias es-
tratégicas, direcionado para cada rebanho (Motiwala et al.
2006). O entendimento da diversidade gendmica entre as
cepas de Map também pode fornecer “insights” na com-
preensdo dos mecanismos de especificidade de hospedeiro
em associacdo com genoétipos especificos (Motiwala et al.
2006), tanto nos casos clinicos quanto nos subclinicos.

PATOGENESE E IMUNIDADE DO HOSPEDEIRO
Apos a ingestdo, o Map é fagocitado pelas células M, que
tém a funcdo de recobrir as placas de Peyer e transportar
antigenos da barreira epitelial do limem intestinal para o
tecido linfoide. As células M sdo a via de infec¢do para al-
guns patdgenos e porta de entrada do antigeno para iniciar
as respostas imunoldgicas de prote¢do (Momotani et al.
1988, Coussens et al. 2010, Fukuda et al. 2011). Uma vez
dentro de macréfagos, o patégeno persiste e se multiplica
no interior do fagossomo; a semelhanca do M. tuberculosis,
a capacidade de se manter no ambiente intracelular se deve
a habilidade da micobactéria em bloquear a fusio do fagos-
somo com o lisossomo (Gatfield & Pieters 2003, Rohde et
al. 2007).

A imaturidade dos macréfagos em animais jovens pode
ser uma das causas da susceptibilidade a infec¢do dos ani-
mais jovens (Momotani et al. 1988). A tentativa dos ma-
crofagos em conter, sem sucesso, a multiplicacdo intrace-
lular dos bacilos, resulta na liberacao de fatores soluveis,
os quais recrutam novas células inflamatérias para o local.
O efeito da invasdo tecidual pelos bacilos é a multiplica-
¢do dos macro6fagos e consequente formagdo atipica de
granulomas nos segmentos mediano e distal do intestino
delgado, caracteristica da doenca de Johne (Tiwari et al.
2006, Coussens et al. 2010). Além disso, o Map ndo produz
toxinas ou fatores de viruléncia e ndo causa danos celula-
res, células gigantes se formam como parte da reagdo de
hipersensibilidade tardia e o resultado é o espessamento
do tecido intestinal pelo acimulo das células inflamatérias,
0 que pode comprometer a absor¢do de nutrientes, a vas-
cularizacdo e a drenagem linfatica (Chiodini et al. 1984b,
Coussens et al. 2010).

Como em outras micobacterioses, tais como lepra e tu-
berculose, a paratuberculose é considerada uma doenga di-
namica em que ha periodos de flutuacoes da imunidade ce-
lular ou periodos em que ocorre resposta humoral quando
o hospedeiro perde resisténcia frente ao agente. A doencga é
o reflexo da reagao imune do hospedeiro e, durante o curso

da infeccdo, ha periodos de remissio e exacerbagio da ati-
vidade imunolégica (Stabel 2010). Na fase terminal, a aner-
gia permite que macroéfagos infectados alcancem a corrente
circulatéria, o que provoca a bacteremia e disseminagio do
microrganismo para o figado, rins, pulmades, trato reprodu-
tor e Ubere (Clarke 1997, Coussens et al. 2010).

A imunidade especifica contra micobactérias é essen-
cialmente mediada por células; os anticorpos possuem efi-
cacia limitada contra estes agentes e a sua destruicdo esta
principalmente relacionada a mecanismos intracelulares
de eliminacdo através de macrdéfagos infectados (Stabel
2010). As respostas imunoldgicas ndo sdo bem conheci-
das; no inicio da infec¢do h4 uma resposta celular e apés
a progressao da infec¢do, ja na fase clinica observa-se uma
resposta humoral, desencadeada pela liberacdo de bacilos
presentes no citoplasma de macréfagos que se rompem.
Neste estagio, geralmente, observa-se uma relagio inversa
entre a imunidade celular e humoral e, no final, ocorre a
anergia, fase em que nao é possivel detectar nem a imu-
nidade celular nem a imunidade humoral (Chiodini et al.
1984b, Stabel, 2010).

ASPECTOS CLINICOS

Bovinos e bufalos

A sintomatologia tipica da paratuberculose ocorre em
animais a partir de dois anos de idade; a partir desta idade,
a doenga progride para a fase terminal e resulta em morte
do animal. Caracteriza-se por perda progressiva de peso,
apesar dos animais apresentarem apetite normal ou mes-
mo exacerbado, desidratacdo, diarreia intermitente, pro-
fusa, homogénea, semifluida ou liquida, ndo responsiva a
tratamentos e que, progressivamente, torna-se continua e a
eliminagao das fezes ocorre sob forma de jato (Clarke 1997,
Jubb et al. 2007, Behr & Collins 2010). Este quadro foi ob-
servado em bovinos e bufalos em diversas regides do pais
(Dacorso-Filho et al. 1960, Portugal et al. 1979, Driemeier
et al. 1999, Ristow et al. 2006, Mota et al. 2007, Carvalho
2008, Oliveira et al. 2008, Yamasaki et al. 2010, Barbosa et
al. 2010, Dalto et al. 2012), os quais, ap6s exame necrosco-
pico, apresentaram les6es compativeis com a enfermidade.

0 acentuado acimulo de células inflamatérias, princi-
palmente na mucosa e submucosa intestinal, desencadeia
a chamada sindrome da ma absor¢do, o que diminui a assi-
milacdo de nutrientes, reduz a eficiéncia produtiva e causa
o declinio da condi¢do corporal (Chiodini et al. 1984, Clarke
1997). Normalmente, a manifestacdo clinica da paratuber-
culose estd associada com eventos de estresse como partos,
deficiéncia nutricional e producio de leite elevada (Clarke
1997). A ocorréncia de doengas intercorrentes foi descri-
ta no Brasil, em que os animais estudados apresentaram
mastite e problemas reprodutivos e morreram apos cerca
de quatro meses ap0s o inicio dos sinais clinicos (Mota et
al. 2010, Yamasaki et al. 2010, Dalto et al. 2012), inclusive
tuberculose foi relatado (Driemeier et al. 1999).

Ovinos e caprinos

Em pequenos ruminantes, ha maior dificuldade em se
diagnosticar a paratuberculose através dos aspectos clini-
cos, pois a sintomatologia quando presente é inespecifica.
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Em geral os animais nio apresentam diarreia; podem ser
observados emagrecimento progressivo, emaciagdo nos
estagios adiantados da infeccdo e fezes pastosas (Clarke
1997, Kruze et al. 2006, Jubb et al. 2007, McGavin & Za-
chary 2007, Robbe-Austerman 2011). No Brasil, o quadro
clinico sugestivo da enfermidade foi descrito em capri-
no por Jacintho et al. (2009) no estado de Sao Paulo, que
apresentou emagrecimento lento, fezes amolecidas, tosse e
dificuldade respiratéria. Igualmente, Oliveira et al. (2010)
relataram dispneia e tosse em caprino infectado com Mabp,
no estado da Paraiba, além disso, foi observado caquexia,
desidratacio, edema submandibular, arritmia cardiaca,
areas de alopecia com formacgio de crostas, pelos asperos
e quebradicos e, inclusive, apetite exacerbado. Ainda, os
autores relataram que um ovino também apresentou ca-
quexia, fezes pastosas, areas de alopecia bilateral na regido
toracolombar, alteragdes estas que se manifestaram apos o
parto. A necropsia os animais apresentaram lesdes sugesti-
vas de doenca de Johne, que foram confirmados por testes
laboratoriais.

ASPECTOS ANATOMO-HISTOPATOLOGICOS
Macroscopia

Bovinos e bifalos. Lesdes macroscdpicas estdo pre-
sentes apenas na fase adiantada da infec¢do; observam-se
a necropsia, vasos linfaticos subserosos intestinais proemi-
nentes, esbranquicados e com aspecto varicoso, que podem
se estender até o mesentério. A linfangite é um achado im-
portante e é especifico o suficiente para justificar o diag-
nostico da paratuberculose a necropsia (Jubb et al. 2007).
Lesdes mais especificas ocorrem no intestino delgado que,
nos casos mais graves, se estendem desde o duodeno até o
reto; caracterizam-se por espessamento da parede intesti-
nal, em que a serosa adquire aspecto cerebroide e/ou ane-
lado devido a formacdo de rugas e pregas transversais na
mucosa e aspecto microgranular em sua superficie. Os lin-
fonodos mesentéricos encontram-se edematosos, aumen-
tados de tamanho e ao corte, protrui e flui grande quanti-
dade de liquido leitoso (Clarke 1997, Jubb et al. 2007). As
lesGes macroscépicas descritas foram observadas por di-
versos autores nacionais em bovinos (Santos & Silva 1956,
Dacorso-Filho et al. 1960, Silva & Pizelli 1961, Portugal et
al. 1979, Driemeier et al. 1999, Cunha et al. 2003, Ristow
et al. 2006, Mota et al. 2007, Oliveira et al. 2008, Mota et
al. 2009, Yamasaki et al. 2010) e bubalinos (Barbosa et al.
2010, Mota et al. 2010, Dalto et al. 2012). Adicionalmen-
te, alguns autores observaram mineralizacdo das grandes
artérias com a intima dos vasos enrrugada, esbranquicada
com aspecto opaco e confirmados ao exame histopatologi-
co em bovinos (Driemeier et al. 1999, Cunha et al. 2003,
Yamasaki et al. 2010) e também em bubalinos (Dalto et al.
2012).

Ovinos e caprinos. Lesdes macroscdpicas da paratu-
berculose nos pequenos ruminantes ocorrem com menor
intensidade em relagdo aos bovinos e nem sempre estdo
visiveis; quando estao presentes pode-se observar parede
intestinal espessada e enrugada, mucosa intestinal com as-
pecto granular sem ulcera¢des e aumento dos linfonodos
mesentéricos (Clarke 1997, Jubb et al. 2007). No entanto,
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no Brasil, Oliveira et al. (2010), relataram que ovinos in-
fectados regido nordeste do Brasil, apresentaram ulceras
multifocais na mucosa de intestino delgado e célon. Clarke
(1997) relatou que pequenos ruminantes com sinais cli-
nicos severos da paratuberculose podem nao apresentar
alteragdes macroscopicas, o que foi constatado também
por alguns autores brasileiros (Jacintho et al. 2009, Olivei-
ra et al. 2010). Adicionalmente, podem-se notar tubércu-
los caseificados e, eventualmente, calcificados na mucosa,
submucosa, serosa do intestino e de linfonodos, ou ainda,
a presenca de pequenos nodulos esbranquicados que evo-
luem para a caseificagio e mineralizagio (Clarke 1997). A
semelhanca, nédulos esbranquicados na serosa intestinal
foram descritos em ovinos, por Oliveira et al. (2010). Os
linfonodos de outras regides do organismo podem conter
lesdes granulomatosas focais mineralizadas ou nao (Clarke
1997, Behr & Collins 2010). Uma caracteristica particular
é a coloracdo laranja-amarelada observada na mucosa do
intestino de pequenos ruminantes infectados, causada por
cepas pigmentadas de Map (Clarke & Little 1996, Sevilla
et al. 2007, Behr & Collins 2010), igualmente relatado por
Oliveira et al. (2010), que observaram mucosa intestinal
e linfonodo mesentérico com pigmentacdo de coloragio
amarelo-marrom em ovino com sinais clinicos da paratu-
berculose.

Histopatologia

Bovinos e biufalos. Ha duas classificagdes da doenca
de Johne em animais com sinais clinicos da enfermidade:
forma tuberculoide ou “paucibacillary”, no qual o infiltrado
inflamatoério, principalmente na mucosa e submucosa do
intestino delgado, é composto de linfécitos e alguns macroé-
fagos contendo poucas micobactérias, que esta relacionada
a marcada resposta imune celular e corresponde ao inicio
ou a fase latente da infeccdo. Na forma lepromatosa ou
“multibacillary” ha intensa infiltracdo granulomatosa com
formacdo de células gigantes de Langhans que contém inu-
meros BAARs na mucosa e submucosa do intestino delgado
e grosso e, esta associada a forte resposta humoral (Chio-
dini et al. 1984b, Pérez et al. 1996, Clarke 1997, Corpa et
al. 2000). As vilosidades apresentam-se espessadas e atro-
fiadas dependendo do estagio da infeccdo. Observam-se
ainda, proliferacdo fibroblastica ao redor dos plexos ner-
vosos de Meissner e de Auerbach, linfangiectasia e linfangi-
te granulomatosa na subserosa. As seccoes dos linfonodos
mesentéricos apresentam, igualmente, lesdes de natureza
granulomatosa, na zona cortical, paracortical e medular, e
presenca de BAARs. A forma “multibacillary” foi descrita
por varios autores brasileiros em bovinos (Dacorso-Filho et
al. 1960, Portugal et al. 1979, Ramos et al. 1986, Driemeier
et al. 1999, Cunha et al. 2003, Ristow et al. 2006, Mota et
al. 2007, Oliveira et al. 2008, Mota et al. 2009, Barbosa et
al. 2010, Yamasaki et al. 2010) e em bubalinos (Mota et al.
2010, Barbosa et al. 2010, Dalto et al. 2012), nas regides
sudeste, sul e nordeste do pais. Presenca de granulomas no
parénquima hepatico também foram decritos tanto nos bo-
vinos (Driemeier et al. 1999, Cunha et al. 2003, Yamasaki
et al. 2010) quanto nos bubalinos (Dalto et al. 2012). Além
da histopatologia de tecidos coletados a necropsia, Dalto et
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al. (2012) relataram que a bidépsia retal pode ser mais uma
ferramenta para confirmagio do diagnoéstico de paratuber-
culose em bufalos; nos fragmentos analisados pelos auto-
res, haviam BAARs e ao teste de imunoistoquimica, foram
positivos para deteccao de Mycobacterium avium.

Imuno-histoquimica

O teste de imunoistoquimica (IHQ) tem sido utilizado
por diversos pesquisadores no intuito de confirmar a in-
feccdo por Map, tanto em animais quanto em pacientes
humanos com doenga inflamatéria intestinal (Kobayashi
et al. 1989, Pierce et al. 2009, Oliveira et al. 2010, Dalto et
al. 2012, Momotani et al. 2012). No Brasil, estudiosos tém
empregado esta metodologia para confirmacdo da paratu-
berculose (Rodrigues 2005, Oliveira et al. 2010, Dalto et al.
2012). Uma das vantagens da IHQ esta relacionada a ele-
vada sensibilidade em relacdo a técnica de Ziehl Neelsen e
“in situ hibridization” (Paolicchi et al. 2001, Delgado et al.
2009) para deteccdo de Map, o que confere a maior acu-
racia ao teste, principalmente, em casos contendo poucas
micobactérias. A presenca “in situ” do agente infeccioso e
ou antigeno pesquisado, proporciona maior confiabilidade
ao teste, minimiza as possibilidades de diagnéstico falso-
-positivo devido as imunorreagdes inespecificas e pode
auxiliar na compreensdo da patogénese (Brees et al. 2000,
Dabbs 2010, Webster et al. 2010). Além disso, proteinas
recombinantes tém sido desenvolvidas para producido de
anticorpos espécie especificos contra Map para utilizacdo
em testes de imunofluorescéncia, imunoistoquimica e wes-
tern-blotting (Souza et al. 2012).

Ovinos e Caprinos. Em pequenos ruminantes, a infil-
tracao inflamatoéria na lamina prépria da mucosa intesti-
nal é formada principalmente por linfécitos e as lesdes sdo
consistentes com a forma tuberculoide da infeccdo (Kho-
dakaram-Tafti & Rashidi 2000, Kruze et al. 2006). No Brasil,
Oliveira et al. (2010) observaram infiltracdo inflamatoria,
predominantemente por macréfagos e poucos linfocitos e
plasmocitos em caprinos e ovinos com sinais clinicos da
paratuberculose, no entanto, outros individuos destas mes-
mas espécies, sem a manifestacio clinica, apresentaram in-
filtracdo predominantemente linfocitica. Adicionalmente,
Jacintho et al. (2009) observaram area focal de necrose na
submucosa intestinal, associado ao infiltrado supurativo e
granulomatoso.

A classificagdo das lesdes histologicas da paratuberculo-
se clinica e subclinica em ovinos desenvolvido por Pérez et
al. (1996) foi utilizada por Oliveira et al. (2010) em um ca-
prino e um ovino com a forma clinica da enfermidade, que
apresentou lesdo multibacilar difusa (Corpa et al. 2000) e
lesdo lepromatosa (Pérez et al. 1996), respectivamente. Na
classificagdo proposta por Pérez et al. (1996) observam-se
acentuada lesdo macroscépica e histologica, similares as
descri¢oes dos casos clinicos de outros autores (Clarke &
Little 1996, Kheirandish et al. 2008); ha numerosos macré-
fagos e poucas células gigantes distribuidas difusamente
na lamina prépria e submucosa intestinal, fusao dos vilos e
espessamento do intestino. Podem ser observados BAARs
nos macroéfagos da lamina prépria, e em menor quantida-
de nos tecidos linfoides do intestino e linfonodos. Oliveira

et al. (2010) relatam ainda, que outros individuos, com a
forma subclinica apresentaram enterite linfocitica difusa
(Pérez et al. 1996, Corpa et al. 2000).

A presenca de granulomas periportais e em regides do
parénquima hepatico em pequenos ruminantes, tanto nas
lesdes lepromatosas quanto nas tuberculoides foram des-
critos por Clarke & Little (1996), lesdes observadas tam-
bém por autores brasileiros (Jacintho et al. 2009, Oliveira
etal. 2010).

METODOS DE DIAGNOSTICO

Cultivo bacteriano

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis é uma
micobactéria cultivavel que apresenta crescimento lento,
com tempo de duplicagdo in vitro entre 22 e 26 horas (Ban-
nantine et al. 2003). Sob condi¢des 6timas, sdo necessarias,
aproximadamente, 16 semanas para se formarem colonias
visiveis (OIE 2012). O sucesso do isolamento do Map de-
pende de varios fatores, como a composicdo do meio de
cultura, a natureza da amostra clinica (sangue, fezes, leite,
tecidos), o uso ou ndo de um protocolo de descontamina-
¢do, o estagio (recente ou avangado) e a forma (clinica ou
subclinica) da infec¢do (Timms et al. 2011). Apesar de o
cultivo bacteriano ser considerado pela OIE, o teste “gold
standard”, a sensibilidade varia entre 50% e 70%, quando
o isolamento é feito a partir de amostras fecais de bovinos
(Stabel 1997, Collins et al. 2006, Timms et al. 2011), desta
forma, as taxas de prevaléncia podem estar subestimadas
quando determinadas por esta técnica. Os meios de cultivo
comumente utilizados para o isolamento de Map sdo Her-
rold egg yolk medium (HEYM), meio de Dubbos modifica-
do, Middlebrook e Léwenstein-Jensen acrescidos de mico-
bactina (Klanikova et al. 2012, OIE 2012).

No Brasil, os primeiros estudos realizados para o isola-
mento do agente, utilizaram o meio de cultura Hohn com
glicerina (Silva 1961) e meio de Petragnani (Portugal et
al. 1979). A partir da década de 80, pesquisadores come-
caram o utilizar o HEYM acrescido de micobactina (Ramos
et al. 1986) e atualmente, estudos em todo o pais, fazem
o uso desta metodologia (Poester & Ramos 1994, Dias et
al. 2002, Gomes et al. 2002, Ferreira et al. 2003, Rodrigues
2005, Mota et al. 2007, Carvalho 2008, Mota et al. 2010, Ya-
masaki et al. 2010, Dalto et al. 2012, Medeiros et al. 2012a).
Os isolamentos de Map foram realizados a partir de amos-
tras de fezes e ou tecidos de bovinos (Silva 1961, Portugal
et al. 1979, Ramos et al. 1986, Driemeier et al. 1999, Dias
et al. 2002, Gomes et al. 2002, Ferreira et al. 2003, Rodri-
gues et al. 2005, Mota et al. 2007, Ristow et al. 2007, Mota
et al. 2009, Mota et al. 2010, Yamasaki et al. 2010), bubali-
nos (Mota et al. 2010, Dalto et al. 2012) e caprino e ovinos
(Medeiros et al. 2012a) infectados. Além disso, Carvalho
(2008) e Yamasaki et al. (2010) isolaram o patdgeno a par-
tir de amostra de leite proveniente, respectivamente, de
vaca com sinais clinicos e de amostras coletadas do tanque
de armazenamento coletivo. Estudo comparativo realizado
por Ristow et al. (2008), revelou que o cultivo bacteriano
apresenta 66,6% de sensibilidade, quando o isolamento é
realizado a partir de amostras de fragmentos de intestino.
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Os autores, ainda, correlacionaram os achados patoldgicos
ao cultivo bacteriano, e observaram aumento da sensibi-
lidade do cultivo bacteriano de acordo com o aumento da
intensidade das lesdes macro e microscopicas.

Apesar de ser considerado o teste “gold standard” (OIE
2012), estudos demonstraram que o cultivo bacteriano é
um método impraticavel para fins de diagnostico devido,
principalmente, ao prolongado periodo de tempo neces-
sario para isolamento do agente, frente aos novos testes
que conferem maior rapidez, sensibilidade e especifici-
dade nos resultados, tanto para confirmagao da infeccdo
quanto para estimar o grau de infecgdo no rebanho (Behr
& Collins 2010, Timms et al. 2011). Por exemplo, Douarre
et al. (2010) compararam a metodologia convencional de
cultivo em HEYM e nested-PCR para dois alvos molecula-
res diferentes, IS900 e ISMAP02, e constataram que a PCR
pode produzir resultados rapidos e confiaveis, inclusive,
para analise de “pools” de amostras para estimar o “status”
da infeccdo em um rebanho. Igualmente, Aly et al. (2010)
utilizaram “pool” de amostras fecais para identificar gru-
pos de vacas que estariam eliminando grande quantidade
de Map no ambiente e constataram a eficiéncia do real-time
PCR em comparacdo ao cultivo bacteriano em HEYM. Desta
forma, a rapidez, sensibilidade e especificidade dos testes
baseados na PCR torna esta metodologia confiavel para a
confirmacgao do diagnoéstico rotineiro da paratuberculose.

Diagndstico imunolégico

Animais infectados desenvolvem tanto a resposta me-
diada por células quanto a resposta humoral contra Map,
no entanto, anticorpos sao, geralmente, ausentes durante
as fases iniciais da infeccdo, o que torna necessario o uso
de metodologias baseados na deteccdo da resposta celular
(Timms et al. 2011). Existem duas metodologias disponi-
veis para a deteccdo da imunidade mediada por células
contra a infec¢do pelo Map: o teste de tuberculina intradér-
mico, com o uso de jonina ou PPD aviario, e o teste y-IFN.

No teste intradérmico avalia-se a reacdo de hipersen-
sibilidade causada pela resposta imune celular; foi o teste
mais utilizado no passado para detec¢do da infeccdo pre-
coce pelo Map (Kalis et al. 2003), no entanto, o seu uso é
limitado devido a inespecificidade. Testes cervicais com-
parativos (TCC) com PPD (“protein purified derivative”)
de origem mamifera e aviaria foram avaliados por alguns
pesquisadores brasileiros, os quais observaram acentuada
reacdo edematosa no local de inoculacdo da PPD avidria e
auséncia de reacdo a PPD mamifera em bovinos (Portugal
et al. 1979, Dib et al. 2008, Yamasaki et al. 2010) e ovino
com paratuberculose (Oliveira et al. 2010). Porém, os re-
sultados do TCC devem ser interpretados com cautela, pois,
areacdo a PPD aviaria esta associada a exposicdo ou infec-
¢des causadas por diversos agentes do complexo Mycobac-
terium (M. bovis, M. avium e Map) e por Nocardia farcinius
(Lilenbaum et al. 2007). A exposi¢do a micobatérias sapro-
fitas presentes no ambiente, também pode sensibilizar os
animais, resultando em reagdes de hipersensibilidade do
tipo tardia inespecifica (Scott et al. 2010). Intradermorre-
acdo positiva a Jonina, teste no qual se utiliza PPD de Map,
também foi relatada por alguns pesquisadores brasileiros,
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em ovinos (Silva 1968) e caprinos (Poester & Ramos 1994)
experimentalmente infectados e em infec¢iao natural na es-
pécie bovina (Ramos et al. 1986). Estudos de PPD de Map,
na area da proteomica tém sido elaborados, com o intuito
de aumentar a sensibilidade dos testes para detecgdo pre-
coce da infecgao (Wynne et al. 2012).

Outro teste baseado na atividade da imunidade celular
do hospedeiro é o y-IFN, um método imunoenzimatico que
mensura a producdo de y-IFN pelas células T sensibilizadas
(Jungersen et al. 2002, Coussens 2004) por meio do teste
ELISA. Tradicionalmente o antigeno utilizado é o PPD joni-
na e tem contribuido no estudo da variagio da especificida-
de do teste (Bannantine et al. 2010). Ha também descri¢des
de estudos voltados para producdo de proteinas recombi-
nantes com o intuito de otimizar a mensuragio da resposta
celular mediada nas fases iniciais da infec¢do (Bannantine
et al. 2010), condi¢do importante para o planejamento es-
tratégico de medidas de controle e, se conveniente, elimi-
nagdo precoce dos animais positivos do plantel e, desta for-
ma, minimizar a carga bacteriana no ambiente. No Brasil,
até o momento, ndo ha relatos do uso desta metodologia.

Sorologia

Os testes sorolégicos comumente utilizados para detec-
¢do da imunidade humoral contra a paratuberculose em
ruminantes sdo fixacdo de complemento, ELISA (enzyme-
-linked immunosorbent assay) e imunodifusdo em gel de
agar (AGID, Agar gel immunodiffusion) (Singh et al. 2007,
Tripathi et al. 2007, OIE 2012), no entanto, nenhum deles
é considerado sensivel o suficiente para detectar a infec¢do
subclinica (Lilenbaum et al. 2007, OIE 2012). Estudos so-
rolégicos demonstraram que entre 7 e 40% dos rebanhos
distribuidos pelos cinco continentes estdo infectados com
Map (USDA 2005 apud Timms et al. 2011). A sensibilidade
do ELISA é altamente dependente do estagio da infecgio;
o teste apresenta alta sensibilidade, cerca de 75%, quando
a infeccdo estd na fase clinica ou terminal. Em contraste,
nos estagios iniciais ou latentes da infecgio a sensibilida-
de é baixa, aproximadamente de 15% (Collins et al. 2006,
Timms et al. 2011).

No Brasil, a partir de 1996, estudos sorolégicos da en-
fermidade foram realizados em rebanhos de grandes e
pequenos ruminantes; os dados obtidos apresentaram va-
riacdo entre 4,7 e 72,22% de soropositivos ao teste ELISA
(Quadro 2). Nestes estudos foram utilizados varios proto-
colos de ELISA; os autores relataram a utilizacdo de PPA
(“protoplasmatic antigen”) e testes comerciais oriundos
de paises livres de tuberculose. E importante salientar que
os testes sorolégicos para diagnoéstico da paratuberculose
bovina podem revelar resultados falso positivos, especial-
mente na presenca de tuberculose bovina e aviaria (Timms
etal. 2011). Além disso, deve-se considerar as possibilida-
des de reagdes cruzadas com outros agentes como Esche-
richia coli (Gilot & Missone 1994 apud Gomes et al. 2002),
Mycobacterium spp, Corynebacterium pseudotuberculosis e
Nocardia spp (Yakes et al. 2008, Behr & Collins 2010), devi-
do a presenca de determinantes antigénicos comuns entre
os géneros. Componentes da parede celular especialmente
as glicoproteinas e lipoarabinomannan (LAM) tém sido es-
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Quadro 2. Resultados do teste ELISA para detec¢ao da paratuberculose em
rebanhos brasileiros

Ano Autores Estado Soropositivos ELISA (%) Espécie
1996 Riveira Mato Grosso do Sul 45,5 Bovinos de corte
1996 Riveira Sao Paulo 65,5 Bovinos leiteiros
2000 Fonseca et al. Sdo Paulo 37,9 Bovinos leiteiros
2001 Ferreira et al. Rio de Janeiro 4,7a42,5 Bovinos leiteiros
2002 Gomes et al. Rio Grande do Sul 26 Bovinos leiteiros
2003 Ferreira et al. Rio de Janeiro 11,88 Bovinos leiteiros
2005  Acypreste et al. Goias 60,24 Bovinos leiteiros
2005 Silva Para 35,4 Bovinos de corte
2007 Mota et al. Pernambuco 32,3 Bovinos leiteiros
2007 Ristow et al. Rio de Janeiro 12,8 Bovinos leiteiros
2010  Yamasaki et al. Rio de Janeiro 40 Bovinos leiteiros
2012a Medeiros et al. Paraiba 44,86 Caprinos
2012a Medeiros et al. Paraiba 52,96 Ovinos
2012b Medeiros et al. Paraiba 10a72,22 Bovinos
2012 Dalto et al. Rio Grande do Sul 20 Bubalinos

tudados e utilizados como antigenos para aumentar a es-
pecificidade do teste ELISA, assim como para a elaboragdo
de vacinas contra a paratuberculose, devido ao seu papel
no processo patogénico (Stevenson & Sharp 1997, Jolly et
al.2011).

No intuito de avaliar a ocorréncia de reagdes cruzadas,
Gomes et al. (2002) compararam os resultados do ELISA
com e sem a etapa de pré-adsorcdo de anticorpos séricos
inespecificos, com a micobactéria ambiental M. phlei e,
constataram que a ndo adsor¢do do soro, pode resultar em
falso-positivo. Ainda, os autores relataram que os valores
obtidos no estudo poderiam estar acima do “valor real”,
devido ao efeito aditivo da infec¢do pelo M. bovis e/ou M.
avium, pois o tratamento das amostras com M. phlei pode-
ria ndo eliminar os anticorpos dirigidos para esses agentes.
Recentemente, Lilenbaum et al. (2009), através do teste
ELISA, avaliaram a interferéncia da tuberculose bovina no
diagnostico sorolégico da paratuberculose e relataram que
a tuberculose pode prejudicar a especificidade dos testes
diagndsticos para detecgdo da infec¢do pelo Map e compro-
meter a confiabilidade dos programas de controle no Brasil.

Apesar de o ELISA ser o teste mais utilizado para o mo-
nitoramento da infec¢do em nivel de rebanho, Ferreira et
al. (2002), Gomes et al. (2002) e Ristow et al. (2007) uti-
lizaram o teste de AGID para estimar a prevaléncia da pa-
ratuberculose em rebanhos bovinos. Gomes et al. (2002)
relataram que o teste apresentou boa sensibilidade e es-
pecificidade para confirmacao da infeccdo em bovinos com
sinais clinicos da enfermidade, no entanto, o teste apre-
senta menor sensibilidade em relacdo ao ELISA, inclusive
em pequenos ruminantes (Gumber et al. 2006). Outros
pesquisadores brasileiros (Ferreira et al. 2002, Ristow et
al. 2007) relataram baixa sensibilidade do teste AGID para
bovinos.

Os estudos sorolégicos da paratuberculose realizados
nos rebanhos nacionais demonstraram variacdo significa-
tiva dos resultados (Quadro 2), o que evidencia a necessi-
dade de padronizagdes dos testes a fim de otimizar tanto
a sensibilidade quanto a especificidade diagnoéstica; desta
forma, a confirmagdo do diagnéstico deve ser realizada
em associacdo com outras técnicas laboratoriais (Berhs &
Collins 2010).

Biologia molecular

Os avancos da biologia molecular possibilitam a carac-
terizacdo de cepas de Map e o desenvolvimento de pes-
quisas voltadas para a diferenciacdo entre as espécies de
micobactérias potencialmente patogénicas. Varias técnicas
moleculares tais como imunoeletroforese cruzada (CIE,
“crossed immuno electro-phoresis”) (Olsen et al. 2000),
eletroforese em gel de sédio dodecyl sulfato-poliacrilamida
(SDS-PAGE, “sodium dodecyl sulphate polyacrilamide gel
electrophresis”) (Gumber et al. 2007) e “western blotting”
(Nikbakht-Brujeni & Garibi 2012, Souza et al. 2012) tém
sido eficiente na identificacdo de proteinas espécie espe-
cifica. Atualmente, testes baseados na PCR (“polymerase
chain reaction”) e “real time” PCR tém sido ferramentas
importantes na identificacdo de elementos genéticos, além
de aumentar consideravelmente a sensibilidade dos testes
para detec¢ao de animais com a infec¢do subclinica (Cas-
tellanos et al. 2010, Timms et al. 2011, Logar et al. 2012).

Uma das principais diferencas entre Map e outras bac-
térias do complexo M. avium é a presenca de 14 a 18 cépias
do elemento de inser¢do IS900 no genoma do Map (Gre-
en et al. 1989); é o fragmento de DNA mais utilizado para
deteccdo da micobactéria através da PCR (Vansnick et al.
2004, Imirzalioglu et al. 2011, Timms et al. 2011). As se-
quéncias de inser¢do sdo segmentos de DNA relativamente
curtos capazes de se transpor, de se inserir de forma alea-
toria e ocupar multiplos locais no genoma de procariotas,
e causa frequentemente, mutagio de inserc¢io e rearranjos
dos cromossomos (Motiwala et al. 2006). Em certos casos,
os fragmentos especificos com localizacdo definida no ge-
noma, podem ser utilizados em estudos epidemiolégicos
como marcador para identificacdo de espécies ou dife-
renciacdo entre as cepas de microrganismos (Dombek et
al. 2000). A presenca de multiplas copias desta sequéncia
no cromossomo do Map eleva a sensibilidade dos testes
quando comparados com testes que utilizam como alvos
os fragmentos genéticos unicos (Li et al. 2005, Sohal et al.
2009, Soumya et al. 2009, Imirzalioglu et al. 2011). Além
do 1S900, tem sido utilizado o 1IS1311 (Sohal et al. 2009,
Timms et al. 2011), o F57, sequencia subspécie especifica
(Green et al. 1989, Poupart et al. 1993, Tsara & Stephan
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2005, Kralik et al. 2011, Timms et al. 2011) , o alvo 251
(Rajeev et al. 2005), ISMAPO2 (Paustian et al. 2004, Li et al.
2005, Stabel & Bannantine 2005), ISMav2 (Strommenger et
al. 2001, Schonenbrucher et al. 2008), o gene hspX (Scho-
nenbrucher et al. 2008) e “open reading frames” (ORFs)
MAPO0865 e MAP2765c (Imirzalioglu et al. 2011), sequen-
cias que podem ser considerados instrumentos valiosos
para otimizar a especificidade de testes diagnosticos.

Outros marcadores genéticos como o LSPs (“large se-
quence polimorphims”) e SSPs (“short sequence polimor-
phisms”) foram utilizados para caracterizacdo de Map em
diferentes espécies de ruminantes, e também tem sido em-
pregada em estudos epidemioldgios (Amonsin et al. 2004,
Ghadiali et al. 2004, Sohal et al. 2009). Semret et al. (2006)
demonstraram que o LSPs no Map cofidica genes impor-
tantes responsaveis por enzimas metabdlicas, fatores de
viruléncia e proteinas antigénicas. A utilizacdo de endo-
nucleases de restricdo (RFLP, “restriction fragment length
polymorphisms” e PFGE, “pulsed field gel eletroforesis”)
permitem a diferenciacdo entre as cepas de Map (Sevilla
et al. 2007, Stevenson et al. 2009, Sohal et al. 2010), o que
pode auxiliar na determinacdo das variacdes genéticas e
seus respectivos graus de viruléncia e patogenicidade, as-
sim como na compreensdo de sua patogénese (Sohal et al.
2009). Esta técnica também pode ser utilizada na identi-
ficacdo de regides unicas presentes no genoma, como no
RFLP de 1S6110 do M. tuberculosis (Kanduma et al. 2003)
e 1S1245 de M. avium (Dvorska et al. 2004). Frangois et al.
(1997), através desta técnica, observaram semelhanca dos
isolados de Map provenientes de bovinos com a doenca de
Johne e de pacientes com a doenca de Crohn. Adicional-
mente, alguns autores utilizaram genes do rRNA, 16S, 23S
e 5S, para o estudo de Map (Ji et al. 1994, Zakham et al.
2012). Outros pesquisadores utilizaram o “multilocus en-
zyme electrophoresis” (MEE), cujo teste apresenta maior
sensibilidade e rapidez em relacdo ao RFLP e PFGE, além
de requerer menor quantidade de DNA para o teste (Lee et
al. 1994).

No Brasil, a partir de 2005, iniciaram-se estudos mo-
leculares com a utilizagdo da PCR para detecgdo de alguns
fragmentos genéticos de Map, o 1S900, F57 e ISMav2 em
bovinos (Rodrigues et al. 2005, Ristow et al. 2007, Carvalho
2008, Mota et al. 2010, Yamasaki et al. 2010) e em bufalos
(Mota et al. 2010, Dalto et al. 2012). Até o momento, estu-
dos com o uso da PCR tém sido realizados para a confirma-
¢do do diagnéstico, a partir da suspeita clinica e achados
anatomo-histopatolégicos. Carvalho et al. (2012) avaliaram
a conservacdo genética do fragmento IS900 amplificado a
partir de leite bovino “in natura” no estado de Minas Gerais,
cujos produtos foram clonados, sequenciados e comparados
com as informacdes disponiveis no GenBank. Os pesquisa-
dores verificaram o nimero de muta¢des em cada haploti-
po e constataram que a sequencia IS900 esta conservada e
pode ser uma ferramenta molecular confiavel para estudos
epidemioldgicos. Neste contexto, a andlise molecular de
fragmentos do genoma poderia ser utilizada no diagnéstico
complementar de pesquisas sobre a distribuigao geografica
dos padrdes moleculares de Map (Castellanos et al. 2009)
detectados em diferentes espécies e regides geograficas.

Pesq. Vet. Bras. 33(2):127-140, fevereiro 2013

CONSIDERACOES FINAIS

Em geral, os aspectos clinico-patolégicos da paratuber-
culose em bovinos e bufalos no Brasil, sio semelhantes e
observa-se marcada diarreia, lesGes macro e microscépicas
em intestino e linfonodos mesentéricos de forma mais evi-
dente quando comparados aos ovinos e caprinos. Mucosa
intestinal com areas de ulceracées multifocal e pigmenta-
¢ao marrom-amarelado foi observada apenas em ovinos.

Nao ha informacgdes suficientes que fornegcam a origem
da infeccdo nas diferentes espécies de ruminantes; o estu-
do da diversidade genética entre as cepas de Map de varias
regides do pais pode auxiliar em estudos epidemiolégicos
e esclarecer, inclusive, a possibilidade de transmissao in-
terespecifica do patégeno e, desta forma, gerar dados im-
portantes para o direcionamento de medidas profilaticas
estratégicas. Os estudos moleculares do Map no Brasil,
ainda sdo escassos e estdo voltados, em sua maioria, para
diagnéstico e confirmacgao da infec¢do. No entanto, a tecno-
logia molecular permite a identificagdo de diferentes cepas
do agente que, em conjunto com as informagdes epidemio-
légicas e clinico-patolégicos da doencga de Johne ja existen-
tes em diversas espécies de ruminantes e regides do pais,
possibilitariam o desenvolvimento de estudos focados na
caracterizacdo da patogenicidade e viruléncia do agente
infeccioso.

A presenca da paratuberculose em quase todo territério
nacional, salienta a necessidade de medidas sanitarias da
enfermidade no pais. O desenvolvimento de pesquisas com
o intuito de construir bases para um programa sanitario
adequado a situagdo epidemioldgica da paratuberculose do
pais e a pesquisa continuada em universidades e centros
de pesquisa no Brasil, podem gerar dados importantes que
possibilitem estimar, com mais confiabilidade, os prejuizos
econdmicos e sociais causados pela presenga e manuten-
¢do de rebanhos infectados com Map no pais. A partir da
obtencao de dados reais, tornam-se coerentes os investi-
mentos voltados para a capacitagdo técnica do diagndstico
da paratuberculose, tanto em nivel de campo quanto labo-
ratorial.
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