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Resumo

A Paratuberculose, doenca infeciosa cronica, afeta principalmente as espécies de
ruminantes e apresenta-se como uma doenca de dificil controlo, quer no ambiente como nos
efetivos.

Foi realizado um rastreio epidemioldgico para determinar a seroprevaléncia do agente
da Paratuberculose, 0 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, nos rebanhos de caprinos
da Beira Interior, de forma a calcular a prevaléncia de exploracBes positivas assim como a
assertividade do Médico Veterinario no diagndstico da doenca com base no historial clinico e
epidemioldgico.

Foi selecionada uma amostra de 16 exploracdes aos quais foram recolhidas amostras
de sangue para serem analisadas através de um teste ELISA comercial para detecdo de
anticorpos anti- Map. Foi verificada uma prevaléncia de 56,2%.

Com base no historial clinico e epidemioldgico das exploracGes foi selecionada uma
amostra de 15 exploragdes que integravam o padrdo clinico e epidemioldgico da
Paratuberculose das quais 14 exploracdes apresentaram resultado positivo no teste ELISA
(93,3%).

Dada o elevado impacto da Paratuberculose na satde animal, revelando por isso um
colateral impacto econdmico e também um possivel caracter zoonético fazem da enfermidade
um objetivo de controlo.

Os longos periodos subclinicos da doenca, resisténcia no meio ambiente, capacidade
de infegdo de uma variedade de espécies de seres vivos caracterizam o Map num microrganismo

de dificil controlo.

Palavras-Chave: Map; seroprevaléncia; Paratuberculose; ELISA; caprinos



Abstract

Paratuberculosis, a chronic infectious disease, affects mainly as species of ruminants
and presents itself as a disease difficult to control, both in an environment and in herds.

An epidemiological screening was carried out to determine the seroprevalence of the
Paratuberculosis agent, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, in goat herds in Beira
Interior, in order to calculate the prevalence of positive explorations as well as the
veterinarian's assertiveness in the diagnosis of the disease based on the clinical and
epidemiological history.

A sample was selected from 16 farms from which blood samples were taken to be
analyzed using a commercial ELISA test for anti-Map antibodies. A prevalence of 56.2% was
found.

Based on the clinical and epidemiological history of the farms, a sample of 15 farms
that integrated the clinical and epidemiological standard of Paratuberculosis was selected, of
which 14 farms had a positive result in the ELISA test (93.3%).

Given the high impact of Paratuberculosis on animal health, revealing therefore a
collateral economic impact as also a possible zoonotic character, make the disease a control
objective.

The long subclinical periods of the disease, resistance in the environment, ability to
infect a variety of species of living beings characterize Map in a microorganism that is

difficult to control.

Key words: Map; seroprevalence; Paratuberculosis; ELISA; goats
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| - Relatorio do Estagio Curricular

O relatorio tem como finalidade descrever as atividades desenvolvidas durante o periodo
de estagio curricular do Mestrado Integrado em Medicina Veterinéria. Foi realizado na Socivet
por um periodo de 6 meses compreendidos entre outubro e margo de 2019 sob orienta¢éo do
Dr. Alvaro Lopes.

O estdgio compreendeu atividades nas areas de clinica médica e cirlrgica e,
maioritariamente medicina preventiva mediante atividades de sanidade animal inerentes a

programas nacionais de erradicagdo de doencas infecciosas.

1. Descricdo de atividades

No decorrer do estagio, durante a clinica de campo acompanhei consultas de clinica
médica, clinica cirurgica, medicina preventiva, maneio de reproducéo e ainda de consultoria.

Ao longo do estdgio consegui adquirir e desenvolver os meus conhecimentos a nivel de
trabalho de equipa, raciocinio clinico, técnicas de conducdo e contencdo dos animais e técnicas
de comunicacgdo com proprietarios. A clinica cirargica, por vezes conjugada com a medicina de
urgéncia permitiu-me adquirir conhecimentos na elaboracdo e execucdo de protocolos
anestésicos bem como de toda a preparacao do material, campo e técnica cirurgica.

No ambito de consultoria, tive a oportunidade de adquirir conhecimentos sobre 0s
diversos tipos e deficiéncias dos estabulos das explora¢bes, maneio alimentar e reprodutivo,

assim como o devido aconselhamento para as respetivas adversidades.

2. Casuistica

Os resultados estatisticos da atividade do estagio curricular serdo apresentados em
frequéncia absoluta (Fa), nimero total de casos observados e em frequéncia relativa (Fr),
comparacdo dos casos assistidos e o total de casos, sob a forma de percentagem calculada com
a formula: Fr = (Fa /Fawa X 100).

2.1. Espécie Animal
As espécies de ruminantes foram as predominantes em todo o estagio.
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A tabela seguinte apresenta os animais observados durante o estdgio durante

procedimentos sanitarios, procedimentos clinicos médicos, cirdrgicos e maneio reprodutivo.

Tabela 1 - Contabilizagdo do nimero total de animais intervencionados durante o estagio.

Espécie Fa Fr
Bovinos 9340 12,63%
Ovinos/Caprinos 57325 86,82%
Equinos 24 0,04%
Suinos 340 0,51%
Total 66029 100%

Os pequenos ruminantes apresentam-se como a espécie predominante em frequéncia

absoluta uma vez que a sua presenca é substancialmente superior na area onde foi realizado o

estagio.

2.2. Area Clinica

De todas as atividades clinicas realizadas, de acordo com a tabela 2, a area com maior

destague em namero de intervencBes durante o estagio curricular foi a medicina preventiva

(57,4%), seguindo-se a area da clinica médica (19,2%).

Tabela 2 - Diversidade de areas clinicas abrangidas pelo estagio e respetivas contabilizagdes.

Clinica Fa(atos) Total
Medicina Preventiva 194 57,4%
Clinica Médica 65 19,2%
Clinica Cirargica 26 7,8%
Maneio Reprodutivo 39 11,5%
Inspecéo inicial de Caca 14 4,1%
Maior
Total 338 100%
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2.2.1. Medicina Preventiva

De todas as areas abrangidas pelo estagio curricular, esta foi a que apresentou maior
expressividade. Revela-se uma atividade fundamental na manutencéo da saude dos efetivos,
garantindo por isso um escudo protetor para a saude publica. Este grupo engloba procedimentos
de imunoprofilaxia, desparasitacdo e identificacao.

Foram desenvolvidas atividades sanitarias no &mbito de programas de erradicacéo e
vigilancia de doengas tais como: brucelose e tuberculose bovina, brucelose em pequenos
ruminantes, lingua azul, doenca de Aujeszky.

A caca maior apresentou-se também como uma area de intervengdo, uma vez que a area
do estégio integra uma das areas geograficas de vigilancia de tuberculose em ca¢a maior, onde

pude realizar exame inicias de carcagas de caca.

2.2.2. Clinica Médica

Relativamente a medicina interna de grandes animais, as intervenc@es que apresentaram
maior representatividade foram as Necropsias, totalizando uns representativos 41,5% dos atos,
seguido das Doenca Infeciosas e Parasitarias que representaram 38,4% das intervencdes. Destas
destacam-se as hemoparasitoses e 0s parasitas gastrointestinais com elevada representatividade
essencialmente nos animais em regime extensivo.

De entre todas, 0s bovinos foram a espécie com maior representatividade com 58% das

intervencdes.

Tabela 3 - Diferentes areas de Clinica Médica e respetivas intervencgoes.

Clinica Médica Bovino Ovino Caprino Equino Suino Fa Total

Doencas Infeciosas e 17 5 3 0 0 25 38,4%
Parasitarias

Pneumologia 6 2 0 0 0 8 12,3%

Ortopedia e Musculosquelética 4 0 0 1 0 5 7,8%

Necropsias 11 9 5 2 0 27 415%

Total 38 16 8 3 0 65 100%
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2.2.3. Clinica Cirurgica

Em clinica cirdrgica, a castracdo em equinos, com 30,8% apresenta-se como a cirurgia
com maior representatividade. Seguida pela cesariana em bovinos com 19,2%.
Também aqui, os bovinos surgem com a maior representatividade na categoria de

intervencdo cirurgica por espécie, totalizando 50% das intervencdes.

Tabela 4 - Diferentes cirurgias efetuadas e respetivas contabilizacdes.

Clinica Cirargica Bovino Ovino  Caprino Equino  Suino Fa Total

Castracao 0 0 0 8 0 8 30,8%
Cesariana 5 0 0 0 0 5 19,2%
DAE 4 0 0 0 0 4 15,4%
DAD 1 0 0 0 0 1 3,8%
Encerramento de 0 2 0 2 0 4 15,4%
feridas
Prolapso Uterino 3 1 0 0 0 4 15,4%
Total 13 3 0 10 0 26 100%

2.2.4. Maneio Reprodutivo

Durante o periodo do estagio tive a oportunidade de realizar protocolos reprodutivos.
Neles estdo englobados protocolos de sincronizacdo de cios (38,5%) para posterior cobricdo
natural, como aconteceu em ovinos, ou inseminagéo artificial no caso dos bovinos.

O diagnostico de gestacdo mediante ecografia apresentou-se como a atividade
relacionada com o maneio reprodutivo com maior representatividade com 61,5% das
intervencdes.

Nesta categoria de intervencdo, 0s ovinos surgem como espécie predominante com

53,8% das intervencgdes.

15



Tabela 5 - Numero de intervencdes de Maneio Reprodutivo realizadas e respetiva distribui¢do por espécies.
Maneio reprodutivo Bovino Ovino Caprino Equino Suino Fa Total

Sincronizacao de cios 5 10 0 0 0 15 38,5%

Diagnostico de 9 11 1 3 0 24 61,5%
gestacao

Total 14 21 1 3 0 39 100%
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I - DISSERTAQAO DE MESTRADO
1. INTRODUCAO

Sendo a Paratuberculose uma importante doenca infeciosa, particularmente nas espécies
de ruminantes com importantes impactos econémicos e impactos na satde animal, trata-se por
isso de uma doenga cujo controlo é fundamental.

As suas sublimes capacidades de sobrevivéncia fora do seu microbi6topo ideal
constituem uma dificuldade acrescida no controlo da disseminagdo do agente.

Os longos periodos subclinicos e importantes afecfes entéricas, contudo algo
inespecificas, fazem da doenca uma doenca subvalorizada.

Esta trabalho pretende demonstrar a importancia da doenca particularmente em espécies

de pequenos ruminantes bem como a importancia do seu controlo.

1.1. Histéria de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Em 1820, foi verificado um aumento de frequéncia de uma doenca intestinal debilitante
em bovinos. Durante varias décadas, a doenga permaneceu no grupo de doencas por
caracterizar. Foi finalmente descrita em 1894 pelos Drs. Albert Johne e Langdon Frothingham
em Dresden, na Alemanha. (Johne’s Information Center 2019)

Dadas as lesGes observadas e a abundancia de bacilos alcool-acido-resistentes o
diagnostico mais provavel seria tuberculose intestinal, porém no teste de cultura o resultado foi
negativo assim como no teste de intradermotuberculinizacdo, refutando por isso a hipétese de
tuberculose como causa. (Johne’s Information Center 2019)

Anos mais tarde, apos realizacdo do teste de intradermotuberculinizacdo comparada em
animais infetados, o Prof. Oluf Bang constatou que estes apresentavam resposta deficiente a
tuberculina mamifera e uma resposta exacerbada a tuberculina aviaria. Com base neste facto,
sugeriu que a intradermotuberculinizacdo com tuberculina aviéria, poderia ser utilizada como
meio de diagnostico, 0 que acabou por ser confirmado anos mais tarde. Contudo, o fator de
confusdo persistia, apesar de se manter a suspeita de que haveria envolvimento do
Mycobacterium avium no desenvolvimento de doenca, porém persistia a incapacidade de
cultivar o agente em laboratdrio. (Johne’s Information Center 2019)

Em 1910, acidentalmente, o cientista britanico Frederick Twort foi responsavel pelo

isolamento da bactéria causadora da Paratuberculose. Este investigador observou o
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crescimento de coldnias de dimensdes reduzidas em redor de colonias de bactérias de
dimensBes maiores, como que usufruindo de uma relacdo simbidtica. As colénias maiores,
colonias antigas que se preparava para descartar, eram resultantes da contaminacéo com bacilos
do feno, Mycobacterium phlei. (Johne’s Information Center 2019)

Ap0s a descoberta concreta do agente etiologico da Doenca de Johne’s, foram obtidos
antigénios para a injecdo intradérmica ao qual foi atribuido o nome de johnina, para diagnosticar
a doenga assim como a realizagdo de ensaios imunoldgicos para dete¢do de anticorpos no soro
e também diagnosticar a doenca. (Johne’s Information Center 2019)

Apds diversas tentativas, Valle e Rinjard equacionaram a injecdo do agente por via
subcutanea como medida de controlo, funcionando como vacina. Em 1923, a primeira edi¢do
de “Bergey's Manual of Determinative Bacteriology”, (na época, considerada “a Biblia” das
bactérias), denominou oficialmente o agente de Mycobacterium paratuberculosis como agente
causador da Doenca de Johne’s. (Johne’s Information Center 2019)

Com o avanco da ciéncia foi possivel o aperfeicoamento de técnicas de estudo do
material genético. Isto possibilitou a identificacdo de uma sequéncia unica de nucleétidos no
material genético de M. paratuberculosis. Esta sequéncia repete-se diversas vezes entre toda a
cadeia de ADN do agente. Foi denominada de 1S900, a primeira Sequéncia de Insercédo detetada
em micobactérias. Nesta descoberta, realizada em 1989, participaram Des Collins na Nova
Zelandia e J. McFadden e a sua equipa em Inglaterra. Esta descoberta permitiu contornar a
barreira imposta pela morosidade do processo de cultura do agente que até ai era o Unico método
de diagndstico do agente. (Johne’s Information Center 2019)

Em 1990, Marie-Francoise Thorel, ap6s o uso de taxonomia numérica para avaliar as
semelhancas entre micobactérias dependentes da micobactina, propés a alteracdo do nome do
agente para Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), nome este que se mantém.
(Johne’s Information Center (2019)

Em 2005, foi descrita toda a sequéncia gendémica de Map K10, proveniente de um
bovino, isolada ainda na década de 1990. Caracteriza-se por ser um genoma circular composto
por 4 587 genes e um total de 4 829 781 genes. (Johne’s Information Center 2019); Li et al.,
2005)
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1.2. Caracterizacdo do agente

1.2.1. O género Mycobacterium

Como agente causador de Paratuberculose, comummente conhecida como Doenca de
Johne’s é 0 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Este microrganismo pertencente ao
género Mycobacterium, integrando a familia Mycobacteriaceae, que por sua vez integra a
ordem Actinomycetales. (Balows et al.,1991; Van Metre et al., 2008)

O género Mycobacterium subdivide-se em dois complexos distintos, dos quais o
complexo Mycobacterium tuberculosis e o complexo Mycobacterium avium, no qual Map se
integra. (Thorel et al.,1990;Harris & Barletta, 2001)

As micobactérias apresentam morfologia de bastonete, com uma largura compreendida
entre 0,2 e 0,6 pm e um comprimento entre 1,0 e 10 pm, podendo ser moderadamente
encurvados ou simplesmente retilineos, imdveis, ndo capsuladas e nao esporulados. (Madigan
et al., 2009; Johnson & Odell, 2014)

A sua parede celular é espessa, com elevada presenca de lipidos e &cidos micolicos (Liu
etal., 1996), sendo o interior basal maioritariamente constituida por peptidoglicano e a exterior
lipofilica (Schorey & Sweet, 2008). Estas carateristicas da parede celular, tornam as
micobactérias impermeaveis aos nutrientes hidrofilicos, conferindo também alguma resisténcia
a metais pesados, antibioticos e desinfetantes, capacitando-as para formar reservatérios.
(Johnson & Odell, 2014)

Apresentam-se como bactérias Gram-positivas, vulgarmente caracterizadas como
“bacilos alcool-acido resistentes”. (Liu et al., 1996)

Sdo frequentemente aerdbias, variando com a espécie, e apresentam uma temperatura

de crescimento 6timo compreendida entre 25°C e 45°C. (Thorel et al.,1990)

1.2.2. MAC - Complexo Mycobacterium avium

O complexo Mycobacterium avium integra o grupo das Micobactérias N&o-
Tuberculosas (Thorel et al.,1990; Balows et al.,1991; Gonzélez-Pérez et al., 2013)

Este complexo subdivide-se em duas espécies: Mycobacterium avium e Mycobacterium
intracellulare. (Gonzalez-Pérez et al., 2013)

Com base em dados relativos aos seus perfis genético e fenotipico, caracteristicas de

crescimento, composi¢do bioquimica, M. avium subdivide-se nas seguintes subespécies: M.
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avium subsp. paratuberculosis, M. avium subsp. avium, M. avium subsp. hominissuis, e M.

avium subsp. silvaticum. (Turenne et al., 2008; Agdestein et al., 2014)

1.2.3. Map — Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), integrante do complexo
Mycobacterium avium, classifica-se como uma micobactéria de crescimento lento e dada a sua
necessidade de colonizar um hospedeiro, classifica-se por isso como um tipo de microrganismo
intracelular obrigatorio. (Thorel et al., 1990; Cayrou et al., 2010)

Map é uma das microbactérias de tamanho mais reduzido, apresentando dimensdes de
0,5 um de largura e 1,5 um de comprimento, sendo por isso um bacilo fino, encontrando-se
geralmente em aglomerados celulares. (Salem et al., 2013)

Partilhando das caracteristicas comuns das outras micobactérias, € um Gram-positivo,
provido de uma parede celular capaz de conferir protecdo (Hett & Rubin, 2008), através de uma
elevada impermeabilidade, valores baixos de pH e possibilidade de sobrevivéncia a estimulos
ambientais adversos (Stevenson, 2010), considerada como uma das micobactérias mais
resistentes a temperaturas elevadas. (Grant et al., 2002)

O microrganismo caracteriza-se por ser um “bacilo alcool-acido resistente” pelo facto
da sua resisténcia e ndo descorar com ac¢do de alcool ou &cidos fortes. (Lombard, 2011; Olsen
etal., 2010)

Como caracteristica principal que distingue Map de outras micobactérias, é o facto de
este ser dependente da micobactina, um importante sideréforo no transporte de ferro para o
interior das células, elemento essencial na manutencdo da replicacdo do microrganismo.
(Buergelt et al., 2004; Li et al., 2005) Este facto explica a necessidade de Map em habitar o
meio intracelular do seu hospedeiro, como forma de encontrar uma maior disponibilidade de
ferro. (Lombard, 2011)

Apresenta um crescimento muito lento, podendo levar entre 5 e 16 semanas a
desenvolver-se. As suas coldnias sdo de tamanho reduzido, com forma de hemisférica,
apresentando tamanhos inferiores a 1mm de didmetro. S&o usualmente despigmentadas,

podendo esporadicamente apresentar pigmento. (Quinn et al., 2011)
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1.2.4. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10

O ADN de Map apresenta um genoma circular, assemelhando-se em cerca de 99% com
0 ADN de Mycobacterium avium. Como tal, expressa um teor em guanina+citosina a rondar 0s
69,3%. (Li et al., 2005)

O genoma de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10 foi completamente
sequenciado, da qual resultam 4 829 781 pares de bases, 4 350 Fases de Leitura Aberta, 45
tRNA e um rRNA operdo. (Li et al., 2005)

Mycobacterium avium
subsp.
paratuberculosis, K-10

4,829,781 bp

Figura 1 - Representacdo circular do genoma de Map K-10 (adaptado de Li et al., 2005)

Na presente sequenciacdo de material genético, encontram-se presentes multiplas
Sequéncia de Insercdo que se repetem ao longo de todo o genoma. Totalizam-se 19 diferentes
Sequéncias de Insercdo, traduzindo-se em 58 copias ao longo do genoma. (Li et al., 2005)
Destas destaca-se a Sequéncia de Insercdo 1S900 da qual se encontram presentes 17 copias,
I1S1311 com 7 copias, ISMav2 com 3 copias (Li et al., 2005), ISMap02 com 6 cépias (Stabel &
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Bannantine, 2005) e uma copia do fragmento f57 do gene MAP0865. (Coetsier et al., 2000;
Tasara & Stephan, 2005)

1.2.5. Diferentes estirpes de Map

Relativamente as suas caracteristicas de crescimento, patogenicidade e hospedeiro
preferencial, Map subdivide-se assim em dois grupos principais: Tipo S (I/111) e Tipo C (II).
(Timms et al., 2011).

O Tipo I/III ou Tipo S, referente a “Sheep”, revela-se como hospedeiro preferencial
ovelhas e cabras. Contudo, esta estirpe pode também ser isolada em bovinos. (Salem et al.,
2012). E uma das estirpes de isolamento mais complexo. Das duas estirpes, esta é a que tem um
crescimento mais lento, podendo levar entre 16 e 52 semanas a produzir colonias viaveis. As
suas coldnias sdo usualmente pigmentadas, podendo variar entre a pigmentacdo branca ou
amarela. (Stevensen, 2015).

O Tipo I e Tipo 11, encontra-se assim de forma conjunta uma vez que o Tipo Il revela-
se um tipo intermédio (de Juan et al., 2005; The Center for Food Security & Public Health
2017), apresentando-se como um subtipo do Tipo I. (Whittington et al., 2001;Stevensen, 2015;
The Center for Food Security & Public Health 2017)

O Tipo II ou Tipo C, remetendo para “Cattle” apresenta-se como 0 mais comum de
todos. Apresenta uma amplitude muito superior de hospedeiros, ndo apresentando um
preferencial. Podem variar entre animais de producdo, animais selvagens e a espécie humana.
O seu isolamento revela-se facilitado em comparacdo com o outro tipo. Leva entre 4 e 6
semanas a produzir colonias viaveis. (Stevensen, 2015)

O tipo B ou Tipo Bisonte, foi descoberto mais recentemente. Este também pode ser
isolado de diferentes hospedeiros nos EUA, no entanto apresenta diferencas do Tipo S e do
Tipo C. Apresenta um tempo de isolamento intermédio, em comparagdo com o0s dois outros
tipos, necessitando de cerca de 18 a 20 semanas para formar colonias (Whittington et al., 2001).
Mais tarde, apos sequenciacdo do genoma, classificou-se como um subtipo do Tipo Il. (Bryant
etal., 2015; Stevensen, 2015). Por sua vez, este subtipo, apresentou discrepancias nos genotipos
isolados na India e nos EUA, dividindo assim este Tipo em duas sub-linhagens. (Stevensen,
2015)
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1.3. Sobrevivéncia no Ambiente

1.3.1. Aplicagéo de Esterco nos Solos

Com a intensificacdo da agricultura, a adubagdo dos solos tornou-se numa pratica
comum. (Salgado et al., 2011; Salgado et al., 2015). Dada a sua disponibilidade, o esterco
proveniente da industria pecuéria, € um valioso subproduto capaz de aportar as terras de cultivo
e pastoreio elevadas quantidades de fosforo, nitrogénio e potéssio. (Salgado et al., 2011;
Salgado et al., 2013; Salgado et al., 2015)

Por outro lado, o uso de esterco como fertilizante, apresenta-se também, como um fator
de risco devido ao facto do elevado contetdo em microrganismos patogénicos. O
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis ndo é excecéo. (Salgado et al., 2011; Salgado et
al., 2013; Salgado et al., 2015)

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis apresenta uma maior afinidade de
permanéncia nas camadas superiores do solo bem como uma associacao significativa da sua
presenca no coberto vegetal apds aplicacdo de esterco contaminado. (Salgado et al., 2011). Com
a recorréncia desta pratica agricola, 0 Map, tem a capacidade de permanecer no solo em maior
guantidade, tornando-se um maior de risco de contaminacao dos animais que realizem pastoreio
nessas areas. (Salgado et al., 2011; Salgado et al., 2015)

Em contrapartida, aquando da incorporacdo do esterco no solo, durante a pratica
agricola, o0 Map perde a sua viabilidade entre 90 e 99%. Este facto deve-se, provavelmente a

ligacdo do agente a particulas do solo. (Whittington et al., 2003)

1.3.2. Adsorcao a particulas de Solo

Sendo a excrecdo de M. avium subsp. paratuberculosis efetuada através das fezes, e o
seu método de transmissdo mais comum ser efetuado através da via fecal-oral, tornou-se
fundamental conhecer a sua permanéncia no ambiente ap0s a sua excrec¢do. (Dhand et al.,
2009a)

Ap0s a excrecdo, a bactéria pode ficar associada a particulas de solo pelo processo de
adsorcdo. Este mecanismo, permite com que a bactéria permaneca no ambiente, essencialmente
nas camadas superiores do solo, por periodos prolongados, agilizando desta forma o alcance do
seu microbiotopo ideal. (Dhand et al., 2009a)

23



A sua permanéncia em camadas superiores do solo, camadas essas onde também se
encontra 0 pasto, consumido pelos ruminantes. Particularmente os pequenos ruminantes,
capazes efectuar um pastoreio mais proximo do solo, podendo chegar a ingerir cerca de 100g
de solo por dia, podendo mesmo ser cerca de 300g durante periodos em que o solo esteja com
elevada percentagem de agua. (Dhand et al., 2009a)

Foi considerada a hipdtese da relacdo entre a Doenca de Johne’s e as caracteristicas do
solo. Tal qual como outros microrganismos, Map requer ferro para a sua replicacdo celular,
garantindo desta forma a sua continuidade. Por outro lado, possui fraca capacidade de quelar o
ferro (Fe). O caréacter acidico dos solos, traduzido por um pH baixo, permite a solubilizacdo do
Fe, facilitando por isso, 0 seu uso por parte de Map, agilizando a sobrevivéncia do agente no
exterior ao seu microbiotopo predileto. (Dhand et al., 2009b)

Dhand et al., (2009a) levaram a cabo um estudo experimental para avaliar a adsor¢éo
de Map em diferentes tipos de solo e diferentes valores de pH. Os resultados demonstraram que
a retencdo do microrganismo foi maior em solos do tipo argiloso, apresentando a mesma
correlagao com pH’s acidos, principalmente em pH de valor 6 ¢ 7.

Map apresenta também capacidade de permanecer em outros substratos ambientais.
Apresenta sobrevivéncias superiores as 55 semanas no solo, superiores a 24 semanas em partes

superiores de plantas e superiores a 48 semanas na agua. (Reis, 2015)
1.3.3. Sobrevivéncia na Agua

N&o sendo excecdo, Map, integrante do complexo M. avium, é capacitada de uma facil
adaptacdo aos ecossistemas aquaticos, ndo so de agua doce e salgada, mas também de solos
alagados. (Whittington et al., 2005)

Especialmente em regime extensivo, o abeberamento dos animais realiza-se, de forma
geral atraves do uso de reservatorios naturais. Inevitavelmente, durante o abeberamento da-se
a contaminacdo das dguas com fezes. Este facto faz com que, a agua se torne num reservatorio
do agente, tornando-se assim numa fonte de disperséo da doenca. (Whittington et al., 2005)

Estudos realizados, nomeadamente a cadeia observada em gado bovino e agua
engarrafada concluiram que Map poderia sobreviver entre 6 e 18 meses em agua proveniente
de lagoas ou mesmo em agua da torneia engarrafada enquanto que, em agua destilada
engarrafada poderia sobreviver até 15 meses. (Whittington et al., 2005)

Whittington et al., (2005) comprovou que a sobrevivéncia de Map em ambiente aquatico

é influenciada pela temperatura a que esta exposto, bem como a variacdo da mesma. Foi
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comprovado que o Map sobreviveu 48 semanas em ambiente aquatico, num bebedouro natural,
disposto a sombra (temperaturas variaram entre 7 e 28°C) enquanto que, no mesmo ambiente,
mas desprovido de sombra (temperaturas variaram entre 5 e 40°C), apenas sobreviveu durante
36 semanas. Neste estudo, foi também estudada a sobrevivéncia do agente nos sedimentos
presentes nos reservatorios de dgua naturais onde foi possivel observar uma sobrevivéncia nos
sedimentos de mais 3 meses aos verificados em suspensdo na agua.

A sombra, fator condicionante da temperatura a que Se encontra exposto o
microrganismo, pode entdo ser classificada como um fator que favorece a sobrevivéncia no
meio ambiente. (Whittington et al., 2004)

A sua adaptacdo com maior facilidade aos sedimentos dos reservatorios de dgua naturais
revela-se num problema acrescido na eliminacéo do agente. Com a perturbacéo da estabilidade
de deposicdo dos sedimentos, seja provocada por anos de seca, que provocam a descida do nivel
da &gua, facilitando a movimentacdo dos sedimentos por parte dos animais com 0s seus
membros durante o abeberamento ou pela transferéncia de &gua de um reservatdrio natural para
um bebedouro artificial, a presenca de Map pode ser restabelecida na agua, aumentando por
isso a chance de ser ingerido pelo animal. (Whittington et al., 2005)

A possibilidade de aerossolizacao foi também equacionada, havendo a possibilidade de
Map se concentrar em bolhas de ar presentes na dgua e ser desta forma ejetado da interface
agua-ar através da formacdo de aerossois tal como outras micobactérias constituintes do
complexo Mycobacterium avium. Este mecanismo possibilita alargar as vias de infecéo
providas pela dgua, permitindo por isso também a infecdo por inalagdo. A dispersao para outros
meios, como por exemplo a pastagem mais proxima do aquifero fica também facilitada.
(Whittington et al., 2005)

A presenca de cursos de agua pode ser considerada também um fator de risco para a
dispersdo da doenca, atuando como um veiculo de transporte do agente, mediado pela
escorréncia de agua contaminada com o agente. (Pickup et al., 2004; Whittington et al., 2005;
Salgado et al., 2013)

1.3.4. Interacdo de Map com protozoarios ambientais

Uma das estratégias de sobrevivéncia de Map, € mediada por protozoarios ambientais,
geralmente existentes em grande quantidade. De entre eles destaca-se 0 Acanthamoeba spp.
(Whan et al., 2006)
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Com os habitos alimentares destes protozoarios, geralmente bacteri6fagos, Map
beneficia da capacidade de sobrevivéncia apos ingestdo pelos mesmos, formando vacuolos no
seu interior. (Mura et al., 2005; Whan et al., 2006; Samba-Louaka et al., 2018). Ja no interior
0 Map bloqueia parte dos mecanismos de acidificagdo levados a cabo no interior dos vacuolos,
permitindo a sua sobrevivéncia a digestdo. (Samba-Louaka et al., 2018). Esta peculiaridade
permite aumentar a sua longevidade. (Whan et al., 2006)

A sua presenga nas pastagens, ocorre essencialmente pela aplicacdo de esterco
contaminado. Apo6s ingestdo de Map por ameboides, estes entdo infetados, podem atuar como
um “Cavalo de Troia” na infe¢do de ruminantes que realizem o pastoreio em locais
contaminados. (Salgado et al., 2015; Samba-Louaka et al., 2018)

Map, para além de apresentar capacidade de resistir ao protozoario bacteriéfago,
apresenta também a particularidade de se replicar no seu interior. O facto foi constado num
estudo levado a cabo por Salgado et al., (2015), onde se puderam efetuar contagens superiores
de Map, no interior de amoebas, aos encontrados no inicio do estudo. Sendo por isso,
elevadamente sugestivo, a sua capacidade de multiplicacdo no interior destes protozoarios.
(Mura et al., 2005; Whan et al., 2006; Samba-Louaka et al., 2018)

Durante o seu estudo, Whan et al. (2006) verificou que Map, com localizacéo
intracelular, em Acanthamoeba castellanii e A. polyphaga beneficiava de um escudo de
protecdo contra desinfecdo com produtos constituidos de cloro. Observou ainda, a presenca de
Map, ndo s6 no interior de Acanthamoeba castellanii mas também na camada externa da sua
dupla camada do quisto. Isto é altamente sugestivo que Map apresenta, em adicdo a todas as
suas outras capacidades inerentes aos protozoarios ambientais, a capacidade de realizar o

enquistamento NoS Mesmaos.

1.3.5. Biofilmes

Map pode ser encontrado em diversos locais do ambiente da exploragdo com animais
infetados pelo agente. A sua associagdo com outros agentes microbioldgicos e até mesmo a
possibilidade de entrar num estado de dorméncia contribuem para a sua resisténcia. (Cook et
al., 2009)

A sua capacidade de formacdo de biofilmes foi equacionada. Estudo realizados com
outros tipos de micobactérias provaram a capacidade de formacéo de biofilmes por parte deste
tipo de bactérias. (Cook et al., 2009) A formacéo de biofilmes fornece as bactérias constituintes

condigdes de sobrevivéncia facilitadas uma vez que beneficiam de protecdo da lavagem,
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predacdo, maior facilidade de obtencdo de nutrientes e protecdo contra substancias toxicas.
(Cook et al., 2010)

Estes biofilmes formam-se, principalmente em bebedouros mal construidos, uma vez
que estes sdo inevitavelmente alvos de conspurcacdo fecal, elevada humidade e disponibilidade
de nutrientes, fatores esses favoraveis a colonizacao bacteriana. (Cook et al., 2010)

O microrganismo, caracterizado por deter fortes cargas negativas possibilita que este
beneficie das forcas de atracdo exercidas entre o préprio microrganismos e superficies que
detenham cargas positivas, como é o caso de superficies com cobertura de ferro, como é o caso
dos bebedouros, gradeamentos, possibilitando a sua fixacdo. Para além disto, estas superficies
permitem também a Map usufruir de uma maior disponibilidade do elemento Ferro, que tanto
necessita. (Bolster et al., 2008)

Num outro estudo levado a cabo por Cook et al., (2009) foi avaliada a capacidade de
formagéo de biofilmes em ambiente de exploracdo. Para tal foram escolhidos materiais
utilizados na construcdo de estruturas da exploracdo. Sendo os bebedouros uma das zonas
suscetiveis & conspurcacao fecal e caracterizados por fornecer as bactérias humidade suficiente
para a formacéo de biofilmes e assim foram escolhidos quatro materiais utilizados no seu
fabrico, por exemplo: pléstico, betéo, aco galvanizado e inoxidavel. O agente foi inoculado nas
superficies dos materiais, que foram mantidos em condi¢des normais da exploracdo. Cook et
al., (2009) puderam observar que as concentracfes avaliadas nos materiais, betdo e aco
galvanizado foram as mais elevadas engquanto que nos materiais como o plastico e aco
inoxidavel foram as mais baixas. O tempo necessario para a reducdo de 99% (ts) de um biofilme
composto por Map foi estimado, para o plastico ser de 144 dias enquanto que para 0 acgo
inoxidavel apenas 115 dias. Nos restantes materiais, aco galvanizado e betdo, a reducdo do
microrganismo nao pode ser observada, pelo que o twndo foi estimado.

Ap0s 365 dias, foi realizada uma reinoculagdo que permitiu constatar um aumento do
agente em todos 0s materiais, a excecdo do betdo. Este facto remete para a capacidade de Map
integrar biofilmes de outros microrganismos ja estabelecidos, podendo fazé-lo em apenas 3
dias. (Cook et al., 2009)

A interacdo entre maltiplos microrganismos, a superficie e o0 ambiente de colonizagéo
revelam-se fator condicionantes para a formagéo de biofilmes. O Map beneficia de todas estas
interacdes. (Cook et al., 2009)

Frequentemente, os produtos a base de cloro sdo utilizados como material de limpeza e

desinfecdo dos materiais na exploracao. Devido a conhecida resisténcia de Map a desinfetantes,
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Cook et al., 2010) comprovou que com a presenca de cloro, a reducdo das concentracfes de
Map foi muito mais rapida, apresentando os seus melhores resultados em materiais como ago
inoxidavel e aco galvanizado. O teede Map do aco inoxidavel foi de 16 dias, enquanto que, sem
aplicacdo deste produto, pode demorar até 115 dias. concluiram assim a eficécia do cloro.

Os produtos de limpeza a base de cloro, apesar de apresentarem fraca efetividade em
outras bactérias constituintes de biofilmes, podem demonstrar melhores resultados quando as
superficies sdo limpas frequentemente. A reducdo de biofilmes j& existentes revela-se
extremamente importante, dada a capacidade de Map os integrar. (Cook et al., 2010).

1.3.6. Estado de Dorméncia de Map

Verificado em varios estudos de pesquisa do agente em diversos meios externos ao
microbidtopo ideal do agente, a discrepancia entre o resultado de culturas de controlo negativas,
seguido de culturas positivas, é sugestiva de uma capacidade de ingressar num estado de
dorméncia podendo ser revertida. (Whittington et al., 2004)

Este estado revela-se numa resposta a um estimulo ambiental adverso, como por
exemplo, o défice de nutrientes necessarios para garantir a replicacdo. Este estado é
geneticamente programado, em gque 0 microrganismo nao necessita de realizar a replicagéo,
podendo mais tarde ser revertido. (Whittington et al., 2004)

A dorméncia, verificada posteriormente em outras micobactérias (M. smegmatis, M.
bovis e M. tuberculosis) estd associado a expressao de genes especificos. Posteriormente
identificada em M. smegmatis, uma proteina semelhante a uma proteina Dps, que confere
protecdo através da sua ligagdo ao ADN em caso de stress nutricional ou oxidativa, foi também
identificada, um homologo, presente no genoma de M. avium subsp. paratuberculosis.
(Whittington et al., 2004)

O gene, relA presente no genoma de M. tuberculosis, ativo em situacdes de defice de
aminoéacidos ou fontes de carbono, também se encontra presente no genoma de Map. Contudo,
o estimulo de entrada em estado de dorméncia ndo foi concretamente apurado, para além de
estar fora do seu microbidtopo natural, condicionando o acesso a nutrientes. (Whittington et al.,
2004)

Esta capacidade de ingressar num estado de dorméncia, evidencia mais um obstaculo na
erradicacdo do organismo do ambiente, podendo induzir em erro, com um resultado negativo
de cultura. (Whittington et al., 2004)
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1.3.7. Fauna Selvagem

Dadas as suas caracteristicas taxonémicas, Map apresenta capacidade de infecdo de
uma grande variedade de seres vivos. De entre a grande variedade, apresenta como hospedeiros
principais 0s ruminantes, ndo sendo, porém, 0s seus Unicos hospedeiros. A doenca pode ser
verificada em espécies ruminantes e ndo-ruminantes, tanto selvagens como domeésticas
(Diagnosis and Control of Johne's Disease.,2003).

Cerca de 75% das doencas infeciosas que afetam humanos sdo de origem zoondtica,
sendo que a maioria tem origem na fauna selvagem, constituindo por isso, um importante
reservatorio de enfermidades. Esta pode constituir um vetor de transmissao de doencas tanto
para o ser humano, assim como para 0s animais domésticos. (Rhyan & Spraker, 2010). Os
aumentos verificados tanto nas atividades pecuérias, como na quantidade de espécies selvagens,
particularmente nas espécies de caracter cinegeético, precipitaram por isso um aumento
consideravel na densidade animal. O contacto entre espécies pecuarias, especialmente aquelas
mantidas em regime extensivo, espécies selvagens e o homem, tornou-se praticamente
inevitavel. Constitui tudo isto, um fator de risco na transmisséo de doengas. (Rhyan & Spraker,
2010; Barasona, 2013; Wiethoelter, 2014)

Foram efetuados estudos de pesquisa de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
em diversos animais selvagens em Portugal. O agente foi pesquisado em espécies ruminantes e
ndo-ruminantes. De entre os quais, pode verificar-se a presenca do agente nas seguintes
espécies: veado vermelho (Cervus elaphus), gamo (Dama dama) javali (Sus scrofa), raposa
vermelha (Vulpes vulpes), gineta comum (Genetta genetta), fuinha (Martes foina), saca-rabos
(Herpestes ichneumon), texugo europeu (Meles meles), lontra europeia (Lutra lutra). (Reis,
2015)

O facto de ser constatada a presenca de Map em espécies selvagens de ruminantes como
0 veado vermelho (Cervus elaphus), cor¢o (Capreolus capreolus) ou o gamo (Dama dama)
sugere a existéncia de uma fonte de contaminacdo ambiental indireta como por exemplo e a
contaminacdo de fontes de &gua ou pastagens, onde o agente pode permanecer por longos
periodos. Por outro lado, a sua detegdo em animais carnivoros como a raposa vermelha (Vulpes
vulpes) ou omnivoro como o javali (Sus scrofa), é sugestivo de contaminacdo indireta comum
aos ruminantes, ndo s6 através de fontes de agua contaminadas como também uma
contaminac&o direta, através da ingestdo de carcagas contaminadas. (Matos et al., 2014; Reis,
2015; Matos et al., 2017).
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Uma vez comprovada, a presenca de Map em fauna selvagem, e a sua excrecao atraves
das fezes, pode-se constar que constitui um fator de risco para a manutencéo e dispersao da
bactéria nas pastagens e nas fontes de &4gua, principalmente nas fontes de origem natural. Locais
estes frequentemente coabitados em simultdneo por espécies pecuérias. (Pickup et al.,
2004;Reis, 2015)

Os coelhos selvagens (Ornitulagus cunicilli) sdo também considerados um elemento

chave, na manutengdo do agente no ambiente. (Daniels et al., 2003)

1.4. Doenga de Johne’s — (Paratuberculose)

Paratuberculose ou Doenca de Johne’s, trata-se de uma doenca infeciosa, que afeta
essencialmente ruminantes e é provocado por uma micobactéria N&o-Tuberculosa, mais
especificamente o Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. (Whittington et al., 2019)

Inicialmente, o processo da doenca inicia-se com uma infecéo localizada progredindo
para uma infegdo sistémica. (Whittington et al., 2019)

A doenca infeciosa resulta numa enterite granulomatosa cronica, resultando numa perda
de peso progressiva, ocorrendo diarreias, podendo mesmo, conduzir a morte. (Whittington et
al., 2019).

Map causa uma reacdo inflamatoria e, retira funcionalidade a parede intestinal através
do aumento da sua espessura e edema, reduzindo a absorcéo de proteinas e nutrientes. As lesdes
intestinais manifestam-se essencialmente no jejuno e no ileo, bem como na juncéo ileocecal.
Os linfonodos apresentam-se frequentemente aumentados e edematosos. (Garcia & Shalloo,
2015)

E uma doenca com um impacto econémico tanto direto, como por exemplo a
mortalidade, como indireto, inerente as perdas de peso progressivas ou quebras na producéo.
Para além disso tem um importante impacto para o bem-estar animal, levantando também
algumas questbes supostamente relacionadas com a saude publica. (The Center for Food
Security and Public Health ,2017)

Atualmente, é uma doenca bastante comum em animais de producdo, onde se podem
verificar prevaléncias crescentes ao longo do tempo. (The Center for Food Security & Public
Health, 2017)
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Uma vez que se trata de uma doenca ubiquitaria, com periodos de incubacao alargados
e apresentar sinais clinicos inespecificos, € uma doenca muito dificil de controlar. (Whittington
etal., 2019)

1.5. Impacto Econémico da doenca

Uma vez que a doenga, afeta principalmente ruminantes, inevitavelmente, tem um
impacto econdmico associado a producao pecuaria, sendo fundamental o controlo da doenca.

As perdas podem ser variadas, desde reducdo na producdo de leite, aumento da
contagem de células somaticas, incremento da gravidade de mastites, redugdo da fertilidade
(Garcia & Shalloo, 2015; Whittington et al., 2019), custos com a reposicdo de efetivos (Garcia
& Shalloo, 2015) sdo problemas com um elevado impacto econémico.

Como é uma doenca que induz uma perda de peso gradual, provoca uma diminuicao da
eficiéncia dos critérios zootécnicos das exploracdes, levando ao aumento da taxa de refugo e
de mortalidade. A perda de peso gradual e acentuada pode conduzir a subvalorizacdo de
carcacas em matadouro e levar a sua reprovacdo. (Garcia & Shalloo, 2015; Whittington et al.,
2019).

A presenga da Doencga de Johne’s aumenta consequentemente a suscetibilidade a outras
doencas ou condicBes. (Garcia & Shalloo, 2015; Whittington et al., 2019).

No entanto, de entre todas estas perdas econdmicas associadas a producdo, a que mais
levanta preocupacao é a sua possivel implicacdo na satde publica. Um consumidor de produtos
de origem animal “mais preocupado”, com doencas infeciosas que possam vir a ser transmitidas
através destes produtos, pode tomar a decisdo de se abster de os consumir (Whittington et al.,
2019).

De entre os diversos setores afetados, em primeiro lugar surgem o0s impactos
econdmicos, sejam eles diretos como por exemplo a mortalidade de animais, ou indiretos como
a incidéncia de mastites ou a reducdo de fertilidade. (Whittington et al., 2019). Num estudo
realizado por Sardaro et al., (2017) em Itdlia, demonstrou-se uma diminuigdo da eficiéncia
lucrativa de 84% a 64% em exploracdes leiteiras de ovinos e caprinos.

Outro dos setores potencialmente em risco é o setor da satde publica. Nao podendo
ser ignorados, os riscos de exposic¢ao existem (Whittington et al., 2019), como por exemplo o
leite proveniente de animais infetados, quando consumido sem qualquer tratamento ou

mesmo apos o processo de pasteurizacdo do leite. (Chaubey et al., 2017; Zarei-Kordshouli et
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al., 2019) Apesar de o agente ter sido isolado em humanos com Doenga de Crohn, doenca
esta que se apresenta como uma doencga com etiologia multifatorial, a presenca de Map néo
pode ser considerada causal. (McNees et al., 2015; Zarei-Kordshouli et al., 2019; Whittington
etal., 2019)

Apesar de haver mais setores envolvidos, as perdas econémicas séo o fator chave para

o0 desenvolvimento de programas de controlo de Map. (Whittington et al., 2019)

1.6. Transmissao

A principal via de entrada do agente no organismo é a via fecal-oral. Pode dar-se através
de uma série de produtos, como leite, alimentos ou agua contaminada com fezes contendo Map.
(Corbett et al., 2017)

Apesar da excrecéo ser principalmente por via fecal, pode ocorrer de outras formas. Isto
pode acontecer em estagios de infecdo mais avancados, onde a excrecdo pode ser pelo leite ou
colostro, saliva, fluidos uterinos e sémen. A transmissdo através de aerossois foi também
confirmada. (Garcia & Shalloo, 2015; Corbett et al., 2017)

A contaminacdo em bovinos ocorre de forma mais frequente durante os primeiros meses
de vida (primeiros 6 meses), momento em que apresentam ainda um sistema imunitario mais
débil, tornando os neonatos mais suscetiveis (Garcia & Shalloo, 2015). Nesta fase, a
contaminacdo ocorre através do leite/colostro ou mesmo pela contaminacdo fecal do Ubere.
(Sonawane & Tripathi, 2018)

Em bovinos, a excre¢do aparenta ser superior em animais com afecdes clinicas que em
animais assintomaticos. Esta apresenta a sua taxa mais alta nos primeiros dois meses de
lactacdo. (The Center for Food Security & Public Health.,2017) A excre¢do ¢é
predominantemente pelas fezes. Apos o inicio da mesma, a resposta imunitaria humoral sofre
um incremento proporcional. (van Schaik et al., 2003; Beaver et al., 2017)

A manifestacéo de sinais clinicos pode levar anos, no entanto, a excre¢do pode ocorrer
pouco tempo apo6s 0 momento da infegcdo (Corbett et al., 2017). Contudo a infe¢do subclinica,
sO por si, afeta 0 animal de forma suficiente para alterar o seu bem-estar, satde e produtividade
(Garcia & Shalloo, 2015)
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1.7. Patogénese e Patogenicidade

Map classifica-se como um patdgeno intracelular obrigatério. A sua entrada é traduzida
numa série de reacdes mediadas por células, responsaveis pela maioria das lesdes entéricas.
(Quinn et al., 2011)

Sendo a via de contagio mais comum, apds a exposi¢cdo oral Map, é entdo fagocitado
pelas células M presentes nas placas de Peyer, presentes no ileo e jejuno. (Quinn et al., 2011;
Whittington et al., 2019). O Map apresenta um claro trofismo para estes locais de tecido linfoide
organizado na mucosa e submucosa intestinal, de forma a poder sair do Iimen intestinal do
hospedeiro que esta a infetar e da mesma forma poder continuar o processo de excrecdo através
de fezes. (Whittington et al., 2019)

Apds atravessar o epitélio intestinal, é fagocitado por macréfagos, ao qual o Map é capaz
de resistir e replicar-se. O microrganismo é capaz de interferir no processo de maturacdo do
fagossoma e no processo de fuséo entre o fagossoma e lisossomas garantindo assim a sua
sobrevivéncia intracelular. (Quinn et al., 2011)

Com a progressdao da doenca pode verificar-se uma acumulacdo de linfécitos e
macrofagos na lamina prépria, havendo também uma reacdo granulomatosa imunomediada. As
lesbes resultantes afetam a integridade entérica, conduzindo a uma perda progressiva de
proteinas plasmaticas, dificuldade de absorcéo de nutrientes e de 4gua. (Quinn et al., 2011)

Apds a fase de entrada da micobactéria, esta pode ser encontrada em elevada quantidade
nos macrofagos presentes na parede intestinal e nos linfonodos regionais. (Quinn et al., 2011)

Dependendo da progressdo da doenga, podem ser identificadas diferentes indicadores,
nomeadamente a elevada expressédo de I1L-10 detetada em lesdes patologias bastantes extensas
ou em elevada presenca da bactéria. Por outro lado, em doencas subclinicas, onde ndo ha lesdes
ou sinais evidentes, y-INF foi detetado em maioria. (Quinn et al., 2011)

Apos infetados, os macrofagos, induzem a resposta de células T especificas, que por
sua vez, induzem a proliferacdo de células T- helper, células T-supressoras e células T-
citotoxicas. De entre estas, destacam-se Tul e Tn2, sendo estes, dois subconjuntos de células
T-helper (Buergelt et al., 2004). Ambas correlacionadas com a cronologia da doenga, Twl é
predominante no inicio da infecdo, ainda quando a doenga é subclinica enquanto que T2
apresenta uma resposta mais expressiva durante a fase clinica da doenga. (Quinn et al., 2011)

Sendo a Doenca de Johne’s uma doenca intermitente, onde pode haver periodos

imunitarios mais eficientes por parte do organismo, em que este consegue resistir mediante
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imunidade celular, e outros, por sua vez menos capazes, em que o hospedeiro apresenta baixa
resisténcia ao agente, mediando por isso, a sua resposta através de imunidade humoral. Sendo
esta imunidade individual em parte dependente de fatores extrinsecos, a expressdo da Doenca
de Johne’s é, por isso, dependente do estado imunoldgico do organismo que afeta, sendo
traduzida em periodos de remissédo e periodos de exacerbacao. (Buergelt et al., 2004)

A imunidade celular ocorre especialmente no inicio da infecdo, perdendo-se com a
progressao da doenca para o seu estado clinico. Quando lisados os macrofagos, permitindo ao
Map a saida do interior celular. (Buergelt et al., 2004) Com a progresséo clinica é estimulada
uma resposta humoral dominada essencialmente por imunoglobulinas IgG. Contudo, a
existéncia de uma dualidade de resposta imunologica celular e humoral foi também confirmada.
(Fernandez et al., 2019)

Esta resposta imune ndo permite a destruicdo do microrganismo, mas, revela-se uma
importante ferramenta de diagndstico. (Buergelt et al., 2004)

Com a debilidade imunitaria dos animais provocada pelo avanco da doenca,
possibilitando a entrada em circulacdo de macréfagos ainda com Map no seu interior. Isto
conduz a um estado de bacteriemia, levando a disseminacdo do microrganismo por diversos
6rgdos do individuo afetado, variando as localizac®es; rins, figado, pulmdes, bexiga, o trato
reprodutivo, explicando por isso a possibilidade de transmissdo por via in Utero. (Buergelt et
al., 2004)

1.8. Estédios de Infecéo

Uma vez que o momento de infe¢do ocorre com elevada frequéncia enquanto neonatos
e a resposta imune ndo ocorre de imediato, bem como a seroconversao ocorre antes do periodo
clinico da doenca (Facciuolo et al.,2016)

A infecdo divide-se em 4 estadios. O primeiro, essencialmente em animais muito jovens,
onde a suscetibilidade da doenca é elevada, mas ndo h& qualquer manifestacdo clinica nem
imunitéaria da doenga. O segundo estadio envolve ja uma infecdo subclinica, também sem
manifestacdes clinicas, mas podendo ja a partir deste estadio excretar o agente. O diagndstico
nestas fases € ainda dificultado pelo estado precoce do desenvolvimento da resposta imunitaria.
No terceiro estadio, onde os sintomas nédo sao especificos, o diagndstico é geralmente positivo.

No quarto estadio que € j& o estadio final da doenca, a progressdo da doenga toma a forma
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clinica. (van den Esker & Koets, 2019) O periodo até atingir todas estas fases e demonstrar

sintomatologia varia entre 2 e 7 anos. (Stau et al., 2012)

1.9. Sinais Clinicos

De forma geral, a manifestacao de sinais clinicos ocorre apds a fase subclinica, que por
sua vez, se apresenta prolongada. Desta forma, animais podem estar infetados, sem demonstrar
sinais clinicos durante anos, podendo levar geralmente 2 anos até demonstrar 0s primeiros
sinais. (Buergelt et al., 2004; Quinn et al., 2011; Stau et al., 2012). Quando manifestada, torna-
se claramente evidente especialmente em pequenos ruminantes adultos pela sua evidente
emaciacao, ndo sendo muito evidentes os episodios de diarreia. (Quinn et al., 2011)

O sinal clinico mais comum é diarreia, podendo inicialmente ser intermitente, tornando-
se posteriormente persistente com a progressao cronoldgica da doenga. Associado a este sinal
clinico, inevitavelmente surge a perda de peso progressivo, ndo que a doenca afete o apetite do
animal, mas pelas avultadas perdas provocadas pela diarreia cronica. (Quinn et al., 2011)

Sendo as maiores lesdes verificadas a nivel entérico, pode verifica-se 0 aumento de
espessura da mucosa intestinal da porgdo terminal do intestino delgado (jejuno e ileo) e do
intestino grosso, bem como a sua transicao e a valvula ileocecal (Quinn et al., 2011) resultado
da enterite causada por Map, resultando num enrugamento e consequente espessamento da
mucosa. (Van Metre et al., 2008). Os linfonodos das regiGes afetadas, principalmente os
linfonodos mesentéricos e os linfonodos ileocecais apresentam-se aumentados de tamanho e
edematosos. Podem também apresentar-se necrosados ou caseificados em ovinos. (Quinn et al.,
2011)

Uma vez que as capacidades de absorcdo de nutrientes e dgua estdo comprometidas,
bem como a existéncia de perda de proteinas plasmaticas a nivel intestinal, as capacidades
produtivas do animal s&o também afetadas. E comum como ja foi referido encontrar quebras na
producdo de leite assim como aumento da taxa de mastites e diminuicdo da fertilidade.
(Buergelt et al.,2004; Van Metre et al., 2008) E ainda frequente haver mau estado do pelo.
(Buergelt et al.,2004; Boersema et al., 2010).

Com envolvimento de macréfagos na resposta ao agente, tendo estes um papel
importante na sintese de vitamina D3, podem causar calcificagdes, que tendem a depositar-se
em locais como o coragdo (Buergelt et al.,2004), particularmente a valvula mitral, semilunares

da aorta, atrio esquerdo e na superficie interna de vasos como aorta ascendente, arteria
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mesentérica e carotida, provocando a calcificacdo de zonas destes locais. (Driemeier et
al.,1999)

1.10. Efeito Iceberg

O facto de o processo de disseminacdo da doenga ser iniciado durante a fase subclinica
da doenca levanta sérios problema para o seu controlo. No momento da manifestacédo dos sinais
clinicos que levantem suspeitas de doenca ou até mesmo num diagndstico inesperado. A
disseminacdo da doenca ja existe ha algum tempo, e o ambiente jA estd contaminado.
(Magombedzel et al., 2016)

Por isso, um animal na fase clinica da doenca ¢ apenas a ponta do “iceberg”. Tal qual
como em outras doencas endémicas, € conhecido como Fendmeno de Iceberg em que a maioria
das infecBes ndo estdo diagnosticadas porque pertencem a um grupo na fase subclinica.
(Magombedzel et al., 2016)

No caso da Paratuberculose, por cada animal que se apresente no estado avancado de
doenca, apresentando diarreias profusas, demarcada emaciacdo, ha 1 a 2 animais que se
apresentam em fase clinica da doenca, 4 a 8 presentes na fase subclinica e 10 a 14 na fase
silenciosa da doenga, infetados recentemente. (Magombedzel et al., 2016)

Johne's Disease lceberg Phenomenon

Disease Visible

Sub-dinical

Siler 10 =14 cattle

Figura 2 - Adaptado de Magombedzel et al., (2016)

1.11. Diagnoéstico Laboratorial de Map

Animais com demarcados sinais clinicos comuns na Doenca de Johne’s, como diarreia,
perda de peso cronica, diminuicdes na producdo, edemas secundarios & hipoproteinémia
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(Buergelt et al., 2004), necessitam de ser diferenciados de outras doencas que afetem
ruminantes, que apresentem um quadro clinico semelhante. (Quinn et al., 2011)

Amostras recolhidas do reto de animais vivos, sejam elas raspagens ou bidpsias por
puncgdo podem ser submetidas a observacdo microscopica direta usado a técnica de coloracéo
Ziehl-Neelsen. Ja as amostras recolhidas post-mortem devem ser encaminhadas para exame
histopatoldgico sendo recolhidas porcdes de intestino (ileo) ou linfonodos regionais afetados
(linfonodos mesentéricos e ileocecais). (Quinn et al., 2011)

De entre a pandplia de testes laboratoriais disponiveis para identificacdo da presenca de
agentes infecciosos, existem aqueles que nos permitem identificar diretamente o
microrganismo, ou deteta-lo indiretamente mediante o produto da resposta imunitaria especifica
levada a cabo pelo proprio organismo, como € o caso dos anticorpos. (Buergelt et al., 2004)

As fezes podem ser submetidas para cultura, constituindo um método de diagndstico
direto de isolamento de Map nas fezes (Quinn et al., 2011), reconhecido como o “Gold
Standard” para o diagnéstico de Paratuberculose (Hansen et al., 2019; Punati et al., 2019).
Contudo, apresenta-se como um método com alguma dificuldade de execucdo uma vez que as
amostras necessitam de ser descontaminadas com Cloreto de benzalcénio a 0,3% e adicionar
micobactina ao meio de cultura para possibilitar o crescimento (Quinn et al., 2011). E também
um processo Moroso uma vez que pode levar até 16 semanas a apresentar resultados. (Punati et
al., 2019; Hansen et al., 2019).

Para a realiza¢do dos métodos de diagndstico indireto é utilizado o soro. Destas destaca-
se a Fixacdo de Complemento, AGID, ELISA e RT- PCR. O diagnéstico pode também ser
efetuado por respostas mediadas por células como é o caso do teste intradérmico com Johnina-
PPD, teste de Gamma-Interferdo e teste de estimulacdo de linfocitos (Quinn et al., 2011;
(Buczinski et al., 2019)

Contudo, estes testes apresentam menos sensibilidade e especificidade para detetar a
presenca indireta do agente, apresentando uma sensibilidade menor que 50% quando
comparada com a cultura (Punati et al., 2019)

A partir do soro, a pesquisa direta do agente € também possibilitada. Um dos métodos,
BACTEC, destaca-se como processo de isolamento rapido do agente, que se baseia no
crescimento num meio liquido, e detetar esse mesmo crescimento através de métodos
radiométricos (Quinn et al., 2011). Outro dos processos baseia-se em Sequéncias de Insercdo
contidas de forma repetida ao longo de todo a genoma do Map. Servindo-se delas, é possivel

levar a cabo PCR, permitindo a amplificacdo destas sequéncias especificas do agente. (Quinn
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et al., 2011; Hansen et al., 2019; Punati et al., 2019) Apesar de haver varias Sequéncias de
Insercdo, a mais utilizada € a 1S900.

Este método de diagnéstico baseado no ADN, apresenta-se como uma alternativa rapida
e efetiva, permitindo aumentar a sensibilidade e especificidade do diagndstico (Quinn et al.,
2011; Punati et al., 2019). Para além disto, uma vez que o agente apos infecdo circula na
corrente sanguinea, a realizacdo de PCR a partir de amostra de soro sanguineo de animais jovens
permite a detecdo precoce da doenca (Punati et al., 2019).

Recentemente, mediante o uso de Amplificacdo Isotérmica Mediada por Ciclos (LAMP)
do material genético obtém-se um diagnostico mais fidedigno. Este método amplifica também
a Sequéncia de Insercao 1S900 de forma rapida sem alteracdo da temperatura, permitindo assim
aumentar os niveis de sensibilidade e especificidade. E um método mediado por Primers
desenhados especificamente para 1S900 uma vez que se apresenta como a Sequéncia de
Insercdo mais especifica e sensivel do microrganismo (Punati et al., 2019).

1.12. Paratuberculose em pequenos ruminantes em Portugal

Foram ja realizados estudos de seroprevaléncia de Paratuberculose em Portugal
envolvendo os caprinos. Anteriormente o estudo de Afonso et al., (2014), realizado em caprinos
de raca Serrana, uma das racas autdctones de caprinos em Portugal, pesquisou a seroprevaléncia
do agente. Foram também realizados outros estudos envolvendo no mesmo estudo ovinos e
caprinos como foi o caso do estudo de Mendes et al., (2004), ou somente ovinos como o estudo
de Coelho et al., (2010).

2. ESTUDO DE PREVALENCIA DE PARATUBERCULOSE EM
REBANHOS DE CAPRINOS DA BEIRA INTERIOR

2.1. Objetivos

Este estudo pretende pesquisar a presenca de Paratuberculose em rebanhos de caprinos
contidos na regido da Beira Interior, selecionando-os de forma aleatéria e calcular a prevaléncia

da doenca.
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2.2. Material e Métodos

2.2.1. Estudo Epidemiolégico

Foi realizado um estudo observacional transversal e descritivo sob a forma de rastreio

sero-epidemioldgico.

2.2.2. Selecdo e caracterizacao das areas de estudo

A érea geografica em estudo corresponde a Beira Interior, nos concelhos abrangidos por
trés OrganizacOes de Produtores Pecuarios (OPP), Ovibeira, Acripinhal e Sanicobe. A selecdo
desta area geografica para realizacdo do estudo deveu-se ao facto de ser o local da realizacdo

do estagio curricular e de ser uma regido com abundancia em rebanhos de caprinos.

2.2.3. Caracterizacao das exploracdes da regido e respetivo maneio

Na regido escolhida, os rebanhos de caprinos caracterizam-se essencialmente por ser
familiares. Sdo rebanhos que realizam pastoreio em regime extensivo, podendo variar de silvo-
pastoreio a pastoreio em areas agricolas destinadas ao gado caprino, sendo suplementados com
feno no local de abrigo noturno.

Sdo rebanhos que passam a maioria do seu tempo a pastorear no campo, sendo
confinados diariamente em local adequado da exploracao.

A sua raca varia desde animais de raca autoctone da regido como é o caso da
Charnequeira, Serpentina e animais de racas exoticas como sdo o caso da Murciana, Saanen,
Malaguanha, Florida e animais resultantes do cruzamento com as ragas autoctones.

Sdo exploracdes abertas, onde a aquisicdo de individuos de outras exploragdes,
especialmente de machos € relativamente frequente.

O refugo é frequentemente descurado e os animais mais velhos e debilitados acabam
por morrer junto do rebanho.

Os partos ocorrem em abrigo da exploragdo, onde 0s neonatos permanecem desde o
momento que recebem o colostro até ao momento de serem vendidos ou adquirirem condigdes
para acompanharem o rebanho no pastoreio.

O maneio do esterco realiza-se mediante recolha cerca de duas vezes por ano.

39



2.2.4. Rebanhos estudados e amostragem

Os rebanhos selecionados para estudo, correspondem a rebanhos de caprinos
abrangidos pelo plano nacional de erradicacdo de Brucelose, com localizagdo inserida na area
geografica anteriormente mencionada.

As amostras foram recolhidas de forma aleatdria, realizada por conveniéncia relativa ao
processo de saneamento realizado na regido. Foram selecionadas exploragdes de caprinos, das
quais foram selecionados animais para a recolha das amostras.

Todos as exploragfes amostradas realizam pastoreio & excecdo da exploracdo #16 que

se encontra em confinamento permanente.

2.2.5. Preparacao e recolha de amostras

A recolha de amostras foi efetuada mediante recolha de amostra de sangue de animais
de 16 exploragdes selecionadas. Uma vez que o estudo pretende detetar a presenca do agente
nas exploracdes, basta que uma das amostras apresente resultado positivo para que a exploracéo
seja classificada como positiva. O tamanho da amostra foi calculado através do programa de
estatistica WinEpi V.2.0 de acordo com uma seroprevaléncia esperada de 50% com um
intervalo de confianca de 95%, de entre os cerca de 2400 animais que integram os rebanhos
estudados. A partir dos dados das OPP’s , foram recolhidas 5 amostras por rebanho.

A recolha foi efetuada pelos Médicos Veterinarios das OPP’s durante as visitas
realizadas as exploracdes selecionadas, no @mbito do programa sanitério de erradicacao de
Brucelose.

Apobs recolhidas as amostras, procedeu-se a separacdo dos respetivos soros e posterior
congelamento a — 20 °C até & data de expedicdo para o laboratério SEGALAB para o
respetivo processamento mediante 0 método de ELISA.

As amostras foram associadas a sua identificacdo da exploracéo, identificando-as por si
S0 e, possibilitando assim, na instancia de se verificar a positividade da mesma, com a incluséo
desta identificacdo no relatorio, ser possivel solicitar autorizacdo a DGAYV para a realizagdo da

vacinacao do efetivo contra a enfermidade.
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2.2.6. Selecdo dos Animais da Amostra

Para aumentar a taxa de sucesso na pesquisa do agente, no momento de selecdo de
individuos para a amostra, foi dada a prioridade a individuos mais velhos do rebanho e que

apresentassem fraca condicéo corporal.

2.2.7. Teste Laboratorial

Os soros foram processados mediante 0 método ELISA para a pesquisa de anticorpos
especificos para Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Foi utilizado o teste comercial
PrioCHECK MAP Ab 2.0 Plate Kit (Thermo Fisher Scientific) que permite detetar a presenca
de anticorpos especificos para 0 agente em ruminantes, quer no soro ou no leite.

Para impedir reacdes cruzadas com anticorpos de outras micobactérias, o teste possui

M. phlei que permite remové-los por absorgéo.

2.2.8. Especificidade e sensibilidade do teste

O teste utilizado possui uma elevada sensibilidade e especificidade. Os valores obtidos
pelo teste, quando realizado no soro de ovinos apresentam valores fornecidos pelo fabricante
de 86,1% relativos a Sensibilidade e 99,4% relativos a Especificidade.

Apesar do teste utilizado para a pesquisa do agente ndo ser considerado o “Gold
Standard” para o diagnoéstico, o fabricante apresenta uma correlagao de PrioCHECK MAP Ab
2.0 Plate Kit com o teste de cultura fecal, ao qual apresenta uma elevada concordancia,

apresentando um valor de 96%.

2.2.9. Interpretacéo de Resultados
Os resultados obtidos na pesquisa do agente em soros que apresentam valores iguais ou

acima de 15% séo considerados positivos. Uma exploracéo é considerada positiva se nela tiver

sido detetado pelo menos um animal seropositivo.
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2.2.10. Analise Estatistica

As estatisticas foram calculadas e foram criados gréficos e tabelas com as variaveis
numéricas sendo estas o numero de animais por exploracéo, divididas posteriormente em duas
classes de tamanho, diferentes racas e respetiva correspondéncia como raga autoctone ou
exotica e resultado percentual ELISA.

Os resultados laboratoriais obtidos foram entdo comparados com as varidveis
apresentadas anteriormente. O valor percentual obtido no teste laboratorial foi também
relacionado com as variaveis.

A prevaléncia foi calculada com base no resultado serolégico.

Os gréficos e tabelas foram contruidos com o software estatistico SPSS® e Excel.

O teste estatistico utilizado foi o teste Mann—Whitney.

2.3. Resultados

2.3.1. Caracterizacao das exploracoes

Para melhor enquadramento do estudo, a partir das informacgdes recolhidas
posteriormente na OPP, foi possivel realizar uma caracterizagdo das exploragbes que
integraram o estudo.

O Grafico 1 mostra um nimero muito varidvel de animais por exploracdo que

constituem a amostra.
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Gréfico 1 - Tamanho do efetivo das exploragdes pertencentes a amostra
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As exploragdes abrangidas pelo estudo (n=16), foram divididas em 2 classes segundo o
tamanho do seu efetivo (Tabela 6) por forma a agrupa-las em classes mais abrangentes. 37,5%
(n=6) das exploracGes sdo constituidas por menos 100 animais, 62,5% (n=10) s&o constituidos
por mais de 100 animais. A divisdo foi efetuada em concordancia com as Classes REAP,
estando apenas representadas na amostra as Classes REAP 2 e 3.

Tabela 6 - Distribuicdo das exploracdes por classes de tamanho de efetivo

Frequéncia Percentagem Percentagem valida  Percentagem acumulativa
<100 6 37,5 37,5 37,5
>100 10 62,5 62,5 100,0
Total 16 100,0 100,0

2.3.2. Rastreio Sero-epidemioldgico — Detecdo de doenca
Os resultados obtidos nos testes seroldgicos segundo o método ELISA efetuados nas

amostras de soro individuais permitiram assim identificar, de entre um total das 16 explorac¢des

estudadas, 9 exploracGes positivas e 7 exploracdes negativas (Tabela 7).

Tabela 7 - Classificacdo das exploracdes de acordo com o resultado laboratorial.

Frequéncia Percentagem Percentagem valida  Percentagem acumulativa
Negativo 7 43,8 43,8 43,8
Positivo 9 56,2 56,2 100,0
Total 16 100,0 100,0

Este facto traduz-se num total de 56,2% das exploragdes com classificagdo positiva na
pesquisa de doenga.
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Gréfico 2 - Proporc¢do de exploragdes positivas e negativas na amostra de acordo com os resultados laboratoriais

2.3.3. Relacdo entre a doenga e o tamanho do efetivo

De todo o universo da amostra, podemos constatar que o tamanho do efetivo varia
consideravelmente, como podemos confirmar no gréafico 1.

Por forma a avaliar a influéncia desta variavel nos resultados seroldgicos, apresenta-se
na Tabela 8, a distribuigdo das exploragcdes segundo a sua classe relativa ao tamanho do efetivo

e os resultados no teste ELISA.

Tabela 8 - Distribuicdo das classes de exploragGes em funcéo do resultado serol6gico

<100 >100 Total
Resultado ELISA Negativo 3 4 7
Positivo 3 6 9
Total 6 10 16
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Tabela 9 - Resultado Laboratorial em fungéo do efetivo.

Tamanho Resultado Laboratorial

do Efetivo  Positivo (+) Fr (+) Negativo (-) Fr(-) Total (Fa)
<100 3 18,8% 3 18,8% 6
>100 6 37,4% 4 25% 10
Total 9 56,2% 7 43,8% 16

Com a avaliacdo estatistica destas variaveis constatou-se que a doenga pode surgir em
qualquer dimensdo do efetivo. As exploragdes com um efetivo superior a 100 animais
apresentam maior quantidade de exploracGes positivas. Estas exploracbes apresentaram, a
maior representatividade de toda a amostra com 37,4%.

Apesar dos resultados obtidos, com relacéo positiva entre a classe de tamanho de efetivo
superior e a sua classificagdo como positiva, esta apresenta uma relacdo estatistica nao

significativa. (p> 0,05; teste Mann-Whitney)

Numero de Explorac6es
N w S o (2] ~

[N

<100 >100

m Positivo = Negativo

Gréfico 3 - Distribuico das exploragdes positivas e negativas no teste ELISA em fungéo da sua classe de tamanho
de efetivo
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2.3.4. Quantidade de Amostras Positivas por Amostra

Independentemente do tamanho do efetivo, 0 tamanho da amostra manteve-se constante
com a recolha de 5 amostras animais por exploracéo.

Todas as exploragdes que apresentaram resultado positivo apresentaram unicamente um
soro com presenca de anticorpos anti - Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis &

excecao da exploracdo #16.

Tabela 10 - NUmero de soros positivos na exploracéo #16.

N° ID Exploracéo N° de soros positivos na Total de animais na
amostra (5 soros) exploracéo
#16 3 631

Apenas uma exploragdo apresentou mais que um soro positivo na amostra. Esta
exploracdo integra-se na classe > 100 animais, apresentou 3 soros positivos na amostra. De

todas as exploracgdes, esta era a que possuia 0 maior efetivo com 631 individuos.

2.3.5. Distribuicao por raca

Para avaliar uma hipotética influéncia da raca dos rebanhos na sua classificagdo como
positivos ou negativos, foi estabelecida a sua correlacdo. O estudo abrangeu as seguintes racas
de caprinos: Charnequeira, Malaganha, Serpentina, Florida, Murciana, e rebanhos compostos
por animais sem raca definida, classificados como Cruzadas.

A Tabela 11 apresenta todas as ragas abrangidas assim como a quantidade individual de

rebanhos estudados e a quantidade de resultados positivos relativos a raca.
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Tabela 11 - Distribuicdo das exploracGes pelas diferentes racas e o resultado obtido no teste de pesquisa de
anticorpos anti-Map.

Raca N° de exploracoes Exploracoes Total %
Positivas

Charnequeira 4 4 100%
Malaganha 2 1 50%

Serpentina 1 1 100%
Florida 1 0 0%
Murciana 2 1 50%

Cruzadas 6 2 33,3%

Tabela 12 - Distribuicdo das explorac¢des por racas com resultado positivo no teste de pesquisa de anticorpos anti-
Map.

Racas N° de ExploracBes  N° Exploragoes Total %
Positivas
Autoctones 5 5 100%
Exoticas 11 4 36%
Total 16 9

Com a analise desta variavel estatistica, pode-se constatar que, de entre todas as racas
abrangidas pelo estudo, as explora¢fes compostas por animais de ragas autoctones portuguesas,
nomeadamente a raga Serpentina e Charnequeira apresentaram na sua totalidade resultado
positivo. Com a analise estatistica dos resultados obtidos, estes apresentam uma relacdo
estatisticamente ndo significativa (p> 0,05; teste Mann-Whitney)

A excecdo da raca Florida, todas as racas de caprinos apresentaram pelo menos um dos
rebanhos positivos. Este resultado sugere que qualquer raca de caprino esta suscetivel &

enfermidade.
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Gréfico 4 - Relagdo entre as diferentes ragas de caprinos e o resultado no teste ELISA.
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Gréfico 5 - Relagdo entre as ragas de caprinos autoctones portuguesas e as
consideradas exoticas e 0s resultados no teste ELISA nestes dois grupos.

2.3.6. Relacéo entre a raga e a % de anticorpos

Através da pesquisa seroldgica de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
mediante 0 método ELISA, os resultados foram apresentados sob a forma de um valor
percentual. Os resultados apresentaram uma grande variagdo dentro de todo o universo da
amostra, podendo variar entre valores percentuais entre 19,6% e 161,5%.

Com intuito de estudar a relagdo entre a percentagem de anticorpos na amostra

individual e a raca, foram correlacionadas as duas variaveis no Grafico 6.
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Graéfico 6 - Variagdo da percentagem de anticorpos na amostra individual positiva e a raca
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Gréfico 7 - Percentagens de anticorpos obtidos nas duas classes de racas de caprinos

Podemos observar o resultado mais elevado na categoria de Cruzadas com 161,5%.
Também as racas Charnequeira e Malaganha apresentaram cada uma delas, um resultado muito

préximo deste valor méaximo.
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2.3.7. Relacdo entre tamanho de efetivo e % anticorpos

Com intuito de estudar a influéncia do tamanho de efetivo no resultado percentual de
anticorpos do teste ELISA, foram correlacionadas as duas variaveis.
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Gréafico 8 - Valores de percentagem de anticorpos de amostras individuais
positivas em funcdo da classe de tamanho de efetivo.

No Gréafico 8 podemos observar a distribuicdo de percentagens de anticorpos
encontradas nas amostras pelas diferentes classes.

O valor percentual mais alto foi obtido na classe de tamanho de efetivo mais baixa,
correspondente as exploracées com menor nimero de animais. Os restantes valores mais altos
encontram-se distribuidos pelas duas classes.

O rebanho de maiores dimens6es, com 631 individuos apresentou 3 soros positivos que
apresentaram os seguintes valores: 19,6%, 30,9% e 100,6%. Estes valores encontram-se
distantes dos valores maximos observados no universo da amostra, confirmando por isso a
auséncia de correlacdo entre o tamanho do efetivo e a percentagem de anticorpos verificados
nas amostras individuais.

A analise destes resultados evidenciou também o resultado percentual de anticorpos

mais baixo, verificado na exploragdo com maior efetivo.
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2.4. Discussao

A Paratuberculose, para além de ser uma doenca infecciosa que afeta principalmente
ruminantes (Whittington et al., 2019), apresenta-se também como uma doenga com um possivel
potencial zoonotico, sendo considerado um patdgeno de origem alimentar (Chaubey et al.,
2017). Contudo o seu impacto na saude publica ndo pode ainda ser quantificado. (Whittington
etal., 2019)

Apesar de terem sido realizados programas de satide animal envolvendo a industria dos
lacticinios e da carne por toda a Europa, os investigadores concluem que estes apenas sdo
realizados com proposito de satde animal e respetivas razdes econdmicas, sem justificaces de
salde publica. Estas medidas implementadas visam o controlo da doenca em animais, reduzindo
assim a exposicao do agente aos humanos. (Whittington et al., 2019)

Os caprinos foram a espécie escolhida para este rastreio devido a disponibilidade de
exploracdes ainda por rastrear a doenca e também pelo facto de o local geogréfico do estudo
englobar um dos maiores encabecamentos de uma das racas autctones portuguesa de caprinos,
a cabra Charnequeira.

Nas 16 exploracfes amostradas, foi observada uma proporcéo de 56,2% (IC: 32,4% —
78,2%) com animais positivos ao teste serologico (n=9) para um nivel de confianca de 95%.

Dada a disponibilidade de estudo sero-epidemioldgicos de Paratuberculose em caprinos
realizados em Portugal, analisaram-se as prevaléncias encontradas nos varios estudos por forma
de conhecer a situacdo epidemioldgica do pais.

A analise de 971 caprinos provenientes de 95 exploracdes realizada no nordeste de
Portugal em 2011 referida no estudo de Afonso et al., (2014) apresentou uma elevada presenca
do agente, com 70 exploragdes positivas. Foram consideradas como positivas as exploragoes
com pelo menos um dos animais positiva ao teste seroldgico ELISA. Do estudo foi possivel
obter uma prevaléncia de 73,7%. Neste estudo, a amostragem foi realizada de forma aleatoria
em animais com idade superior a 2 anos, enquanto que no estudo efetuado na Beira Interior, a
amostra foi direcionada para 0s animais mais velhos do rebanho ou o0s que apresentavam algum
dos sinais clinicos compativeis com a doenga, sendo o0 mais evidente a fraca condicéo corporal
individual. No entanto a prevaléncia verificada no estudo de Afonso et al., (2014),
contrariamente ao que seria de esperar apresentou-se superior a prevaléncia obtida na Beira

Interior.
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No presente estudo realizado na Beira Interior, foi estudada a presenca da doenca nas
diferentes classes de tamanho das exploracdes. Neste foram encontradas prevaléncias mais
elevadas nas exploragdes com maior efetivo (n=6). Nesta classe, onde se inserem exploragdes
com mais de 100 animais, apenas 40% das exploracdes apresentaram resultado negativo o que
pode ser explicado pelo facto de estes tipos de rebanhos serem usualmente associados a medidas
de maneio em massa, onde os cuidados individuais sdo escassos devido a dificuldade de os
prestar. (Coelho et al., 2010) O facto de as caracteristicas de alojamento serem transversais a
todas as classes, permite que a varidvel do tamanho do efetivo seja mais relevante. Esta
densidade revela-se num fator importante uma vez que quando esta se verifica elevada, a cargas
bacterianas ambientais aumentam, aumentando consequentemente as chances de transmissao
da doenca. (Coelho et al., 2010) O facto de ser praticado um maneio tradicional, passando pela
omissdo de medidas higio-sanitarias e biosseguranca dos rebanhos pode agravar a transmissao
da doenga.

Em diversos estudos de seroprevaléncia realizados, foi também encontrada uma
correlacdo entre o tamanho do efetivo e o risco de infecdo por Map. Nestes estudos foi
confirmada a maior probabilidade de Map estar presente em exploracdes de maiores dimensoes
que em exploracdes de menores dimensdes. (Stau et al., 2012; Wolf et al., 2014; Liu et al.,
2017)

Este facto foi também constatado no estudo realizado na Beira Interior, no qual cerca de
66% das exploragcfes positivas integram a classe de maiores dimensfes de efetivo. O que
podera ser justificado também pela necessidade de exploracbes com dimensfes de efetivo
superiores terem necessidade de adquirir um maior nimero de animais de reposi¢do, havendo
necessidade de recorrer a introducdo de animais descurando quarentenas e rastreios de doencas,
aumentando por isso o risco de introduzir animais infetados. (Stau et al., 2012)

De entre as racas que integram o quadro da amostra, estdo incluidas duas racas
autoctones de Portugal. Uma delas, a raca Serpentina, oriunda da regido sul do pais e a outra, a
raca Charnequeira, originéria da regido onde foi realizado o estudo, justificando por isso a sua
maior representatividade.

Com analise estatistica dos resultados seroldgicos em fungéo da raga de caprinos foi
possivel observar que todas as exploracdes de racas autoctones que integraram a amostra do
estudo apresentaram serologia positiva no teste ELISA. As apresentaram uma proporcao de

resultados positivos inferior.
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A excecdo da raca Florida, todas as outras racas de apresentaram pelo menos uma
exploracdo com serologia positiva. O facto de a amostra apenas integrar uma exploracdo com
araga que apenas apresentou serologia negativa ndo permite tirar qualquer concluséo. A classe
de Cruzadas foi assim classificada uma vez que nestas exploragdes estdo integradas racgas
autoctones, uma ou mais racas exaticas e animais resultantes do cruzamento entre as duas racas,
impossibilitando a segmentacdo em classes dentro da mesma exploracéo.

Outros estudos reportaram prevaléncias mais elevadas em individuos de ragas exoticas
e seus cruzamentos. (Mainar-Jaime & Vasquez-Boland, 1998; Jakobsen et al. 2000,) A
semelhanca do resultado observado no presente estudo, também Coelho et al.,2010) num estudo
sero-epidemioldgico realizado em ovinos na regido norte de Portugal, observou uma maior
prevaléncia em individuos de ragas autdctones.

Como justificacdo pode apresentar-se o facto de as racas exdéticas que, de forma geral
apresentam um valor acrescido, sejam logradas com praticas de maneio mais elaboradas.
(Coelho et al., 2010)

Estas duas racas autdctones, partilham o facto de integrarem programas de
melhoramento genético devido & escassez de individuos destas racas. Devido a esta escassez, a
dificuldade em obter individuos para reposicao e promocao de uma maior variabilidade genética
do rebanho torna-se acrescida. Este facto promove a endogamia, ocorrida principalmente pela
permanéncia de machos reprodutores durante varias épocas reprodutivas sem a devida
substituicdo. A reduzida variabilidade genética pode justificar uma maior suscetibilidade a
doenca.

Verificado noutras espécies como humanos ou mamiferos selvagens, a endogamia foi
associada a um aumento de suscetibilidade de infe¢do por outras micobactérias. (Benton et al.,
2018)

Apenas uma das 16 exploracdes amostradas apresentaram mais que um resultado
positivo dentro da amostra, sendo verificadas 3 amostras positivas no caso desta exploragéo.
Esta exploracdo conjuga dois fatores que demonstram relacdo positiva com a presenga da
doenca. Esta inserida na classe de maior tamanho de efetivo, sendo de todas as exploracoes a
que apresenta o0 maior efetivo com 631 animais. Para além deste facto, esta € a Unica exploragéo
que apresenta um confinamento diferente. Nesta os animais estdo permanentemente confinados
ao interior da nave da exploracdo, ndo realizando por isso o pastoreio no exterior como as
restantes exploracOes. Este facto poténcia o aumento dos niveis de exposicdo ao agente

etioldgico, contribuindo para uma maior disseminacdo da doenca pela exploragéo.
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Num estudo realizado por Liu et al., (2017), foram comparadas as prevaléncias de
exploracBes de bovinos em regime intensivo e em extensivo. Os resultados comprovaram que
as prevaléncias se apresentavam significativamente mais altas em exploragdes intensivas, tanto
a prevaléncia de rebanhos como a prevaléncia dentro da exploragéo.

A variavel do resultado percentual foi estudada em relacéo ao tamanho do efetivo e aos
diferentes tipos de racgas integrantes do estudo. Ambas ndo mostraram qualquer relagéo,
havendo uma distribuigdo dos varios resultados percentuais sem qualquer relacdo pelas classes
de tamanho de efetivo e pelos tipos de raca.

Os resultados variaram entre 19,6% e 161,5%. Estes valores acompanham na sua
proporcéao a excrecao fecal de Map.

Na condicéo de doenca infeciosa, a Paratuberculose revela-se num grande desafio para
0 sector agropecuario e também para a Medicina Veterinaria. Com base no principio antigo, a
Unica maneira de eliminar uma doenca infeciosa € erradicar o seu agente etioldgico. Contudo
este principio é dificil de executar no caso de Map. (Bastida & Juste., 2011)

Dependendo do objetivo dos programas de controlo de Map, tais como a reducao dos
casos clinicos e/ou reducdo da prevaléncia podem ser adotadas medidas base. A introducao de
medidas de maneio estritas que passam por melhorar as medidas de biosseguranca da
exploracdo, através de melhorias a nivel higio-sanitario, especialmente com neonatos com
maneio de colostro/leite estrito e evitar contaminacdo fecal-oral. A identificacdo de animais-
problema, capazes de disseminar o agente dentro da exploracéo através da testagem e refugo
de animais em estagio clinico e subclinico, bem como o rastreio de todos 0s animais que vao
entrar na exploracao. (Bastida & Juste, 2011; Whittington et al., 2019)

A vacinacdo revela-se numa importante ferramenta para controlar Map nas exploragdes
de pequenos ruminantes. Esta permite reduzir a incidéncia clinica da doenca, aumenta a
producéo de leite e reduz a excrecgdo fecal do agente, reduzindo assim a transmisséo da doenga
e consequentes perdas econémicas. (Bastida & Juste, 2011; Shippy et al.,2016; Whittington et
al., 2019) Esta revela-se na medida sanitaria com melhor custo-beneficio. (Bastida & Juste.,
2011)
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3. EFICIENCIA DO DIAGNOSTICO DE PARATUBERCULOSE COM
BASE NO HISTORIAL CLINICO E EPIDEMIOLOGICO

3.1. Objetivos

Este estudo pretende avaliar a importancia das informagdes como a sintomatologia

clinica e historial clinico fornecidas ao Médico Veterinario atingir o diagndstico da doenca.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Estudo Epidemioldgico

Foi realizado um estudo analitico e descritivo sob a forma de rastreio sero-

epidemioldgico.

3.2.2. Caraterizacdo da Amostra

A amostragem do estudo foi realizada na regido da Beira Interior. Nesta foram
selecionadas exploracdo (de # 17 a #31) que demonstravam sinais e/ou historial clinico
compativeis com Paratuberculose.

Esta selecdo foi efetuada por Médicos Veterinarios que exerciam Clinica de Espécies
Pecuérias na regido do estudo. A selecdo das exploraces foi realizada no momento de visita
sanitaria no ambito do plano de erradicacdo de Brucelose em Pequenos Ruminantes ou durante

a visita em ambito clinico solicitada pelo proprietario.

3.2.3. Selecdo de Exploragdes para amostra

Para a inclusdo das exploracfes na amostra teriam de ser observados sinais clinicos e/ou
historial clinicos tais como: presenca de diarreias intermitentes ou persistentes, baixa produgdes
para o0 expectavel, taxas de mortalidade altas, fracas condic¢des corporais contudo plano
alimentares adequados e desparasitacGes em dia.

Durante a pratica clinica, particularmente em exploracdes com elevada mortalidade

foram realizadas necropsias.
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3.2.4. Selecdo de Animais para Amostragem

Quando se reuniam as caracteristicas da explora¢do necessarias para integrar a amostra,
0s animais eram selecionados e amostrados individualmente.

Os animais que apresentassem sintomatologia clinica no momento da recolha da
amostra eram automaticamente selecionados. No caso de ndo estar presente sintomatologia
clinica eram selecionados os animais de idade mais avancada presentes no efetivo assim como

animais com fraca condicéao corporal.

3.2.5. Teste Laboratorial

Os soros foram processados mediante 0 método ELISA para a pesquisa de anticorpos
especificos para Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Foi utilizado o teste comercial
PrioCHECK MAP Ab 2.0 Plate Kit (Thermo Fisher Scientific) que permite detetar a presenca
de anticorpos especificos para 0 agente em ruminantes, quer no soro ou no leite.

Para impedir reacdes cruzadas com anticorpos de outras micobactérias, o teste possui

M. phlei que permite remové-los por absor¢éao

3.2.6. Especificidade e sensibilidade do teste

O teste utilizado possui uma elevada sensibilidade e especificidade. Os valores obtidos
pelo teste, quando realizado no soro de ovinos apresentam valores de 86,1% relativos a
Sensibilidade e 99,4% relativos a Especificidade.

Apesar do teste utlizado para a pesquisa do agente ndo ser considerado o “Gold
Standard” para o diagnostico, o fabricante apresenta uma correlacéo de PrioCHECK MAP Ab
2.0 Plate Kit com o teste de cultura fecal, ao qual apresenta uma elevada concordancia,

apresentando um valor de 96%.

3.2.7. Interpretacédo de Resultados

Os resultados obtidos na pesquisa do agente em soros que apresentam valores iguais ou
acima de 15% sdo considerados positivos. Uma exploragéo é considerada positiva se nela tiver

sido detetado pelo menos um animal seropositivo.
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3.2.8. Analise Estatistica

As estatisticas foram calculadas e foi criada uma tabela com as exploracdes
integrantes da amostra e o respetivo resultado laboratorial.

A tabela foi contruida com o software estatistico SPSS®.

3.3. Resultados

Foram analisados dados estatisticos relativos & pesquisa do agente com base no quadro
clinico da doenga.

Realcando a importancia da suspeita clinica para o diagnéstico da doenca, foram
cruzados dados estatisticos de Médicos Veterinarios que realizam clinica de campo na area
geogréfica do estudo anterior. Neste estudo pode avaliar-se a importancia do enquadramento
da sintomatologia geral da exploragdo no momento de colher amostras e solicitar analises
serologicas.

Nas necrépsias realizadas foram encontradas linfadenomagéalias dos linfonodos
mesentéricos. Este é um dos sinais, conjugado elevadas taxas de mortalidade, com diagndstico

diferencial de Paratuberculose.
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Figura 3 - Durante uma necropsia é detetada a presenca Figura 4 - Demonstragdo um caprino de raca
de linfonodos mesentéricos edemaciados Charnequeira com edema submandibular, sendo uma

consequéncia da emaciagao.

Tabela 13 - Exploragcfes que apresentavam sintomatologia clinica e/ou historial clinico compativel
com Paratuberculose e o resultado laboratorial na pesquisa da doenca.

Frequéncia Percentagem Percentagem valida ~ Percentagem acumulativa
Negativo 1 6,7 6,7 6,7
Positivo 14 93,3 93,3 100,0
Total 15 100,0 100,0

De um universo de amostra de 15 exploracbes de caprinos que apresentavam

sintomatologia clinica como elevada mortalidade, fraca condi¢do corporal dos animais e

diarreias intermitentes e/ou historial clinico semelhante, 14 exploracdes apresentaram resultado

positivo no rastreio serolégico de pesquisa de anticorpos anti — Mycobacterium avium subsp.

paratuberculosis, sendo traduzido nuns conclusivos 93,3 % de resultados positivos.

Este resultado evidencia uma correlacdo entre a importancia na observacao do estado

geral do rabanho bem como o seu historial e sintomatologia clinica, no diagnostico da

enfermidade.
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3.4. Discussao

Com base na classificacdo dos estadios da doenca, permutaveis com a cronicidade da
infecdo, a sua observacdo pode ser um importante meio complementar no diagndstico da
doenca, direcionando a lista de diagndsticos diferenciais para Paratuberculose.

Durante o periodo de desenvolvimento da doenca, que usualmente dura um periodo
variavel compreendido entre 2 e 7 anos (Stau et al., 2012), os sinais clinicos surgem
essencialmente no final do terceiro e durante quarto estadio de doenca. E a partir destes que é
possivel o diagnostico assertivo da presenca da doenca por métodos indiretos. Isto verifica-se
porque nesta fase, a modulacdo da resposta imunitaria ja estd completamente desenvolvida,
sendo por isso detetada no método de ELISA (van den Esker & Koets., 2019), sendo este um
importante método de diagnostico, devido & facilidade de recolha de amostras, elevada
eficiéncia na detecdo do agente e um preco acessivel.

Uma vez que se apresenta como uma doenca crénica, o historial da exploracao revela-
se numa das informagdes com maior importancia. Informagdes tais como: produtividade baixa,
baixa condicdo corporal do efetivo, contudo apetite normal, incidéncia de diarreias, taxa de
mortalidade alta, sdo fortes indicativos que a Paratuberculose podera estar presente. (van den
Esker & Koets., 2019)

As 15 exploragGes amostradas foram selecionadas uma vez que apresentavam historiais
e/ou sintomatologia clinica compativeis com os acima mencionados. Foram realizadas recolhas
de soro dos animais que apresentavam idades mais avancadas, com menor condi¢do corporal
ou que apresentassem diarreia no momento da recolha. As amostras foram processadas segundo
0 método de ELISA.

Das 15 exploragdes, 14 apresentaram resultado positivo na pesquisa de anticorpos anti
— Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, sendo por isso possivel afirmar que 93,3%
das suspeitas de Paratuberculose foram confirmadas.

Este resultado evidencia uma correlagao positiva entre o historial clinico da exploracéo,
bem como a presenca de sinais clinicos no diagnostico de Paratuberculose. Este facto evidencia
também a importancia da experiéncia do Médico Veterinario, no diagndstico da doenga seja
este no momento de visita em ambito clinico ou em ambito sanitario, uma vez que estes
desempenham um importante papel no aconselhamento dos produtores, especialmente dos

pequenos produtores, que realizam a atividade pecuéria segundo o método tradicional.
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4. CONCLUSAO

Com a revisdo bibliografica efetuada, revelou um interesse crescente pela
Paratuberculose a nivel mundial, manifestado pela crescente quantidade e diversidade de
publicacdes relativas & doenca. Esta atencdo crescente da comunidade cientifica podera estar
relacionada com a crescente preocupacdo com a economia e sustentabilidade do setor, satde
publica e as doencas de origem alimentar.

Revela-se ainda atualmente, uma doenca ainda muito sub-diagndsticada, principalmente
em Portugal onde a maioria das exploracdes permanecem ainda por rastrear. Contudo, apesar
dos esforgos crescentes na divulgagdo da doenca, com a educacdo de produtores agropecuarios,
aconselhamento por parte do Médico Veterindrio de exploracdo, a prevaléncia da
Paratuberculose continua a ser conhecida com pouca preciséo.

Os quadros de infecdo prolongados, o desenvolvimento tardio de um quadro clinico
inespecifico, podendo por vezes estar ausente, conjugados com a falta de informacdo, séo
alguns dos fatores contribuintes para a subnotificacdo da incidéncia. Isto dificulta a elaboracéo
de programas de controlo do agente dentro da exploracdo, assim como a ideia de a doenca
integrar um programa de erradicacao esta longe de uma realidade plausivel de momento.

Embora a dimensdo da amostra realizada no estudo da Beira Interior, 0s resultados
obtidos apontam para uma presenca efetiva de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
em exploracdes de caprinos da regido. A cronicidade da doenca impede a efetividade na
realizacdo de quarentena na aquisicao de animais, contudo o teste dos animais recém-adquiridos
é possivel, nomeadamente através da técnica de PCR, capaz de detetar o agente de uma forma
mais precoce. A introducdo de animais infetados pode ser uma das principais vias de introducao
do agente numa exploracéo.

O Médico Veterinario de exploracdo desempenha cada vez mais um papel educativo do
produtor agropecuario. Este pode alertar para a possibilidade da presenca da doenca e incentivar
ao rastreamento. Com os resultados obtidos no presente estudo, os Médicos Veterinarios
desempenharam um papel crucial no diagnéstico da doenca, onde demonstraram elevada
assertividade no enquadramento do historial e sintomatologia clinica no momento de deciséo.

A vacinacdo revela-se numa importante ferramenta para o controlo da doenga, ao
revelar-se numa medida sanitaria de facil execucdo e com uma relacédo custo-beneficio razoavel.

Isto faz com que seja uma das medidas mais frequentemente adotadas. Contudo, esta medida
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profilatica de forma isolada ndo permite o controlo estrito do agente. Quando devidamente
aplicada em conjunto com medidas estritas de biosseguranca e medidas higio-sanitarias dentro
da exploracdo, constituem um importante plano para a reducdo dos impactos da doenca e
possivelmente tentar erradicé-la da exploracéo.

A criacdo de estatutos sanitarios que rotulassem exploragdes e dos seus produtos como
“Livre de Map” poderia constituir um ponto de partida para um possivel programa de

erradicacdo do agente das exploracoes.
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