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RESUMO

ESPESCHIT, Isis de Freitas; M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro
de 2015. Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP):
IDENTIFICACAO AGUA E FATORES DE RISCO PARA A PRESENCA EM
AMOSTRAS DE BIOPSIAS INTESTINAIS. Orientadora: Maria Aparecida Sca-
tamburlo Moreira. Coorientadores: Paula Dias Bevilacqua e Maria de Lourdes
Abreu Ferrari.

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) é o agente etiolégico da
doencga de Johne ou paratuberculose, enterite granulomatosa crénica caracteri-
zada por diarreia persistente e perda de peso progressiva que acomete rumi-
nantes. Pode também ser isolado a partir de amostras intestinais de pacientes
humanos, com doencas intestinais, principalmente portadores da doenca de
Crohn. Essa € uma doencga de etiologia desconhecida, que se caracteriza por
inflamacao cronica, focal, assimétrica transmural e ocasionalmente granuloma-
tosa, que pode acometer qualquer segmento do tubo digestivo. O isolamento
de MAP e as semelhangas entre os processos clinicos e histopatolégicos da
paratuberculose e da doenga de Crohn sdo algumas das razdes pelas quais se
investiga o potencial zoondotico da bactéria. As principais vias de eliminagao do
agente sao através do leite e das fezes que contaminam os pastos e, direta ou
indiretamente os cursos d’agua podendo dessa forma infectar humanos pela
ingestdo de agua contendo o micro-organismo viavel. MAP & uma bactéria re-
sistente e responsavel por grandes prejuizos econdmicos e produtivos, sendo
demonstrada sua sobrevivéncia no ambiente por longos periodos, além da re-
sisténcia a pasteurizacdo e a agentes de desinfecgédo aplicados ao tratamento
da agua para consumo humano. Diante disso, o estudo teve como objetivos: -
identificar fatores de risco envolvidos com a presenca de MAP em amostras de
intestino humano, através da aplicagdo de questionario, em conjunto com da-
dos prévios sobre a presenca da bactéria em amostras de biopsias intestinais
de pacientes portadores de Doenca de Crohn, retocolite ulcerativa e portadores
de doengas intestinais nao inflamatérias, -verificar a presenga do agente na
agua para consumo humano e animal através de PCR convencional e do culti-
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vo microbioldgico de amostras coletados em 10 propriedades de caprinocultura
leiteira da Zona da Mata Mineira e realizar uma revisao bibliografica dos estu-
dos sobre a paratuberculose na América Latina. Quanto as amostras de agua,
MAP foi identificado viavel em quatro (40%) das amostras de consumo animal,
e identificado por PCR em trés (30%) das de consumo humano além de uma
quinta amostra de consumo animal (10%). Esse resultado demonstra o papel
da agua como reservatorio do agente, mantendo o ciclo de infecgdo ativo e
servindo de amostra confiavel para o diagndstico da presengca do agente no
rebanho ja que, aparentemente ndo esta condicionada a eliminagao intermiten-
te, como ocorre com as fezes desses animais. Nesse estudo também puderam
ser identificados fatores de risco para a ocorréncia do agente na agua e em
bidpsias intestinais humanas, como o consumo de leite e derivados informais,
assim como histérico familiar de agravos intestinais. Na América Latina MAP foi
pesquisado em 10 paises e identificado em nove, infectando, bovinos, caprinos
€ animais silvestres. Os resultados desse estudo contribuem para a identifica-
cao de fatores de risco envolvidos na transmissdao de MAP para humanos,
permitindo a sugestao de medidas que previnam ou reduzam a exposi¢ao ao
agente. Esses fatores de risco identificados também demonstram a importancia
do leite na veiculagdo do agente por leite e produtos lacteos, com destaque
para aqueles que nao passaram pela pasteurizacdo. Além disso, os estudos
sobre agua auxiliaram a elucidacéo do papel da ingestao da agua na transmis-
sdo do agente, que ndo é pesquisado na rotina de tratamento, indicando expo-
sicdo ao agente para humanos pode ser dar através do consumo de agua con-
taminada por fezes de animais com paratuberculose. Esse estudo foi o primeiro

sobre o0 agente na agua no Brasil, e um dos poucos no mundo.



ABSTRACT

ESPESCHIT, Isis de Freitas; M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
2015. Mycobaciterium avium  ssp. paratuberculosis (MAP):
IDENTIFICATION IN WATER AND RISK FACTORS TO ITS PRESENCE IN
BOWEL BIOSPIES.. Adviser: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Coadvi-
sers: Paula Dias Bevilacqua and Maria de Lourdes Abreu Ferrari.

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) is the etiologic agent of
Johne's disease or paratuberculosis, a chronic granulomatous enteritis charac-
terized by persistent diarrhea and progressive weight loss that may affects ru-
minants. MAP is also be isolated from intestinal samples from human patients
with intestinal diseases, particularly Crohn's disease patients. This is a disease
of unknown etiology that is characterized by chronic inflammation, focal, trans-
mural asymmetric and occasionally granulomatous lesions, which can affect
any segment of the digestive tract. The isolation of MAP and the similarities be-
tween the clinical and pathologic processes of paratuberculosis and Crohn's
disease are some of the reasons for investigating the zoonotic potential of bac-
teria. The main agent’s disposal routes are through feces and milk that contam-
inate pastures and directly or indirectly the watercourses and can thus infect
humans by drinking water containing viable micro-organism. MAP is a resistant
bacteriua and responsible for significant economic and productive loss, and
demonstrated its survival in the environment for long periods, in addition to the
resistance to pasteurization and disinfection agents applied to water treatment
for human consumption. Thus, the study aimed to: - identify risk factors involved
with the presence of MAP in human gut samples, through the questionnaire,
together with previous data on the presence of bacteria in samples of intestinal
biopsies of patients Crohn's disease, ulcerative colitis and patients with non-
inflammatory intestinal diseases, -check the agent's presence in the water for
human and animal consumption by conventional PCR and microbiological cul-
ture samples collected in 10 properties of dairy goat of the Zona da Mata Minei-
ra and,- conduct a literature review of the studies on paratuberculosis in Latin

America. As for the water samples, MAP was identified feasible in four (40%) of
Xi



the samples of animal feed, and identified by PCR in three (30%) of human
consumption as well as a fifth sample of animal consumption (10%). This result
demonstrates the role of water as an agent of the reservoir, keeping the active
infection cycle and serving as a reliable sample for the diagnosis of the agent's
presence in the herd since apparently is not subject to intermittent shedding, as
with the feces of these animals. In this study could also be identified risk factors
for the occurrence of the agent in in human intestinal biopsies, as the consump-
tion of unpasteurized milk and informal derivatives as well as family history of
bowel diseases. In Latin America MAP was investigated in 10 countries and
identified in nine, infecting, cattle, goats and wild animals. The results of this
study contribute to the identification of risk factors involved in the MAP trans-
mission to humans, allowing the suggestion of measures to prevent or reduce
exposure. These identified risk factors also demonstrate the importance of milk
in placement agent for milk and milk products, especially those who have not
gone through the pasteurization. Furthermore, studies on water helped to eluci-
date the role of water ingestion in the transmission of the agent, which is not
searched in routine treatment, indicating exposure to the agent for humans can
occur through the consumption of water contaminated by faeces of animals
carrying paratuberculosis. This study was the first about the agent in water in

Brazil, and one of the few in the world.
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INTRODUCAO GERAL

A paratuberculose ou doenca de Johne é uma doenga infecciosa
cronica, caracterizada por diarreia persistente e perda de peso progressiva,
causada por Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis e que acomete
principalmente as espécies de ruminantes. O micro-organismo € transmitido
pela rota fecal-oral, sendo os animais geralmente infectados no inicio da vida,
ao ingerirem o bacilo (Chiodini et al., 1984; Sweeney, 1996). Outras espécies
animais também podem ser infectadas pela bactéria, muitas vezes sem
desenvolver a doencga. Salgado et al (2011), publicaram a deteccdo de MAP
em lebres selvagens na regiao sul do Chile, onde os animais habitam préximo
a rebanhos bovinos conhecidamente infectados pela bactéria. Os animais da
especie Lepus europaeus, tinham seus tecidos com aparéncia normal, mas,
apesar disso, calculou-se uma prevaléncia de 14,1% do agente. Esses
achados indicam que a lebre europeia atua principalmente como um veiculo do
micro-organismo, sem desenvolver a doenga, sugerindo que outros animais
além dos ruminantes sao importantes no ciclo de infeccdo e transmissao do
agente. (Salgado et al, 2011)

MAP pertence a familia Mycobacteriaceae e, em comum com outras
micobactérias, sua parede celular é rica em lipidios, caracteristica que lhe
confere capacidade de persistir no ambiente e contribui para sua resisténcia a
pHs baixos, altas temperaturas e agentes quimicos, além de apresentar a
capacidade de formar estruturas “spore like” (Manning, 2001 Lamont et al,
2012). Estas caracteristicas sdo essenciais para a epidemiologia da doenca.
Quando observado ao microscépio, MAP geralmente aparece em aglomerados
de centenas de pequenos bacilos, Gram-positivos e Ziehl-Neelsen positivos.

As perdas econbmicas devidas a paratuberculose bovina s&o estimadas
em 200 a 250 milhdes de ddlares por ano, somente nos EUA e se devem a
diminuicdo da producao leiteira, redugdo nos teores de proteina do leite,

descarte prematuro de animais, maior susceptibilidade a outras doencas,



reducdo na fertiidade e aumento dos custos sanitarios (Ott et al., 1999;
Hasonova e Pavlik, 2006).

No Brasil, a primeira notificacdo da doenca, se deu em um animal
importado, no Rio de Janeiro (Dupont, 1915). Alguns levantamentos relatam a
presenca de MAP na ordem de 37,9% no estado de Sdo Paulo (Laranja-Da-
Fonseca et al., 1999), 18% no estado do Rio de Janeiro (Ferreira et al., 2002),
60,24% em Goiania (Acypreste et al., 2005) e 45,51% no Mato Grosso do Sul
(Gomes et al., 2002). Apesar de nos ultimos anos as pesquisas sobre a doenga
no Brasil terem aumentado, os trabalhos publicados na area ainda s&o poucos
e nao representam corretamente a epidemiologia da doenga no pais. Em 2009,
Carvalho et al., utilizando a técnica de PCR detectaram a presenca de MAP em
8 (3,6%) amostras de leite das 222 coletadas de rebanhos bovinos leiteiros na
regidao de Vigosa, MG (Carvalho et al., 2009)

Trabalhos publicados indicam que a bactéria pode ndo ser
completamente inativada pela pasteurizagdo do leite a 72°C por 15s (Sung e
Collins, 1998; Grant et al., 2002b; Rowe e Grant, 2006; Carvalho et al, 2012).
Nos ultimos anos, MAP tem causado grande preocupacgao a industria mundial
de laticinios, devido a questdo ainda nao resolvida do seu potencial zoondtico,
sendo portanto o consumo desses produtos contaminados um risco a saude
publica.(Hermon-Taylor, 2001; Mendoza et al., 2009; Pierce, 2009; Rosenfeld e
Bressler, 2010). Os interesses nessa bactéria, com relacdo a saude publica,
provem do seu frequente isolamento em pacientes com doenca de Crohn e
ouras doencas inflamatérias intestinais e a semelhanga entre os processos
clinicos e histopatolégicos do paciente humano com DC e do animal com
Doenca de Johne. Ambas doencgas sao caracterizadas por inflamacao crénica
dos intestinos, diarreia e perda de peso. Ambas apresentam periodos de
remisséo e recidiva, e lesdes inflamatodrias granulomatosas.

A eliminagdo de MAP por animais se da principalmente pelas fezes e
pelo leite, podendo ainda ser encontrado viavel em produtos lacteos como
queijo e em leite pasteurizado. (Carvalho et al, 2012; Faria et al, 2014) Dessa
forma o consumo de leite e derivados lacteos pasteurizados, informais ou ainda

derivados que nao sao pasteurizados (queijo canastra e do serro) pode ser
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caracterizado como um fator de risco, aumentando as chances de o individuo
ser contaminado com MAP. Outros fatores como condigdes desfavoraveis de
higiene e saneamento também podem favorecer a exposicdo ao agente
bacteriano, uma vez que sua eliminagdo é fecal e ja foi demonstrada sua
capacidade de sobreviver durante longos periodos no ambiente. (Collins, 2003;
Lamont et al, 2012).

As fezes dos animais com a Doenca de Johne contaminam o local,
utensilios, as pastagens e o solo, onde, principalmente durante as chuvas, o
agente é drenado, contaminando os cursos d’agua. Essa contaminagao pode
se dar também de forma direta em propriedades onde os animais tem contato
direto com rios e riachos, e também em sistemas de criagdo intensivos,
principalmente aqueles sem tratamento dos efluentes. A agua contaminada,
caso consumida pelas populagdes, pode ser a fonte de infecgdo da bactéria
para os humanos. Da mesma forma pode a agua tratada, transmitir o agente, ja
que a eliminagéo pelos processos de tratamento vigentes n&o esta esclarecida
e 0s escassos estudos efetuados indicam a sobrevivéncia de MAP aos agentes
desinfetantes aplicados no tratamento. (Mishina et., al 1996; . Whan et., al
2001. Beumer et., al 2010)

Diante disso, a verificacdo de fatores de risco para a presenca de MAP
em intestinos humanos e o levantamento da presenca da bactéria em agua
tratada e de fontes alternativas e de consumo animal, na Zona da Mata mineira

estao justificados.
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OBJETIVOS

O objetivo geral do estudo foi verificar a presenga de MAP na agua para
consumo humano e animal em propriedades de caprinocultura leiteira da Zona
da Mata Mineira e identificar fatores de risco associados a presenca de MAP
em amostras de bidpsias intestinais de humanos.

Os objetivos especificos do estudo envolvem:

e Verificar a presenga da bactéria em amostras de agua para consumo
humano e animal em fazendas produtoras de caprinos leiteiros de regido
da Zona da Mata mineira, através do cultivo microbiologico e PCR, além
de realizar a caracterizacdo dessas propriedades;

e Determinar fatores de risco relacionados a presengca de MAP nas
amostras de bidpsias intestinais de pacientes portadores da doenga de
Crohn, outras doencas inflamatérias intestinais e nao portadores de
doencas inflamatdrias intestinais, através da aplicacdo de questionario;

e Realizar uma revisao bibliografica descritiva dos estudos sobre MAP em

paises latino-americanos.
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Resumo

América Latina é a definicdo do grupo de paises situados na América e
falantes das linguas que tem como origem o latim (espanhol e portugués), e
inclui paises da América do Sul, Central e do Norte. A paratuberculose ou
doenca de Johne, enfermidade crénica contagiosa do trato gastrointestinal,
afeta ruminantes domeésticos e silvestres e tem como agente etiolégico o bacilo
Gram-positivo Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP). A doenca é
caracterizada por diarreia intermitente, queda da producdo de leite,
desidratacdo e emagrecimento progressivo. Suspeita-se que a bactéria possa
estar envolvida na doenga intestinal humana, Doenca de Crohn. MAP
apresenta resisténcia a fatores ambientais, processos de pasteurizacao do leite
e desinfecgado da agua, sendo esses os veiculos de transmissao de MAP aos
seres humanos. Esse fato, aliado ao carater subclinico-clinico da doencga torna
a paratuberculose relevante do ponto de vista socioecondmico e sanitario,
justificando a investigacédo descritiva da situagdo da doenga e das pesquisas
nos paises latino-americanos. Foi realizado um levantamento de 67 artigos, até
janeiro de 2015, nas bases de dados Scopus, Pubmed, Agris, Science Direct,
referenciando a deteccdo de MAP e da doenca nos paises da América Latina,
sem restricdes quanto a data das pesquisas. As palavras-chave usadas foram:
“paratuberculosis”, “Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis”, “cattle”,
“milk”,” wildlife”, “goat”, “ovine”, “dairy”, além do nome de cada pais escrito na
lingua inglesa. Foram encontrados 67 estudos em 9 dos 20 paises que
compdem a America Latina, sendo 25 artigos referentes ao Brasil, 12 ao Chile,
oito a Argentina, cinco a Colédmbia, quatro ao México, dois a Venezuela, dois
ao Peru, um ao Panama e um a Bolivia. MAP foi identificado em todos os
referidos paises. Foi demonstrada a presenca entre bovinos, caprinos, ovinos e
animais silvestres como lagomorfos e guanacos, e as técnicas mais
frequentemente utilizadas o cultivo microbiolégico, a PCR e a ELISA. O
reduzido numero de estudos pode resultar em uma visdao sub ou,
superestimada da situagcdo real. A maioria dos paises tem caréncia ou
auséncia de qualquer informacao sobre o real comprometimento dos animais e

as cepas circulantes, quadro que resulta em desvantagem econdmica e
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comercial, pois as perdas na producgao e o desconhecimento do status sanitario
comprometem a exportacdo de seus produtos. Muitos paises estdo exigindo a
certificacdo para a comercializagdo de produtos de origem animal e por isso,
em paises como os latino-americanos, onde a agropecuaria representa uma
parcela importante da economia, aten¢do, no nivel de pesquisas e de
governos, deve ser dada a doenga, pois compromete ndo somente a economia,

mas pode comprometer também a saude publica.

Palavras Chave: deteccdo, dairy, Mycobacterium avium subespecie
paratuberculosis, leite, PCR, ELISA.

1- Introdugao

América Latina é a definicdo do grupo de paises situados na América e
que possuem como linguas nativas, aquelas que tém como origem o latim
(espanhol e portugués). Dentre esses paises estdo, Argentina, Brasil, Chile,
Bolivia, Colbémbia, Equador Paraguai, Peru, Uruguai, e Venezuela, que
pertencem a América do Sul, os paises da América Central: Costa Rica, Cuba,
El Salvador, Haiti, Honduras, Nicaragua, Panama, Guatemala e Republica
Dominicana, além do México, pertencente a América do Norte, representados
na Figura 1.

A paratuberculose ou doenca de Johne é uma enfermidade crbnica
contagiosa do trato gastrointestinal que afeta ruminantes domésticos e
silvestres, cujo agente etioldégico € Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis
(MAP) (Chiodini et al, 1984; Clarke, 1997; Ayele et al, 2001; Mota et al, 2010).
A doenca é caracterizada por diarreia intermitente, reducdo da producédo de
leite, desidratagdo e emagrecimento progressivo (Wu et al. 2007). Além de ser
uma bactéria Gram-positiva, MAP tem a capacidade de resistir a descoloragao
com alcool-acido, sendo assim denominada BAAR (Bacilos Alcool-Acido-
Resistente) (Timms et al, 2011). Isso ocorre devido a composi¢cao de sua
parede celular formada por de lipideos livres e polipeptidios como micolatos de
trealose, manosideos de fosfatidilinositol (PIMs) e seus derivados glicosilados,

lipomananas (LM) e lipoarabinomananas (LAM). Esses compostos contribuem
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também para a capacidade de indugdo de infecgdo (patogenicidade) pelas
micobactérias (Devinder K. et al, 2006; Ryan et al, 2004), caracteristicas que
permitem a bactéria permanecer no interior de macrofagos e inibir a formacgéo
dos fagossomos, limitando, dessa forma, a apresentacdo dos antigenos as
células do sistema imune, resultando em quadro crénico da infecgéo.

Além do carater infeccioso, a composicdo de sua parede € fator
importante para resisténcia no ambiente. MAP pode permanecer viavel até 55
semanas em condi¢cdes favoraveis de umidade e temperatura, MAP pode
formar estruturas “spore like” quando essas se tornam desfavoraveis a
sobrevivéncia, como as encontradas em solo e ambientes aquaticos. (Collins,
2003; Lamont et al, 2012). Pesquisas tém demonstrado que MAP pode também
sobreviver a altas temperaturas e permanecer viavel apds o processo de
pasteurizacdo (Grant et al, 2002; Ayele et al, 2001; Carvalho et al, 2012).
Brandt et al, (2011) demonstraram ainda que a pasteurizagao rapida nao é tao
efetiva na reducéo dos niveis de MAP em leite cru quanto a pasteurizagao lenta
e com fluxo turbulento.

A primeira descricdo da doencga ocorreu na Alemanha por Johne e
Frothingham (1895), quando isolaram BAAR do intestino de um bovino com
enterite granulomatosa crénica. Apds subsequentes alteragcées taxondmicas,
estudos genbmicos e fenotipicos, foram demonstradas similaridades de MAP
com o complexo Mycobacterium avium, onde Thorel et al, em 1990,
propuseram alteragao da nomenclatura desse, para Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis, nome aceito e usado até os dias atuais.

Sa et al (2013),estudaram fatores de risco para a infecgdo entre
bovinos, e identificaram que taxas anuais de nascimento mais altas estdo
associadas a ocorréncia da doenca. De acordo com Zare et al (2013) a
infeccdo por MAP também é influenciada de forma sazonal, além da influéncia
da idade dos animais, ocorrendo um pico de infecgdo ente animais nascidos
durante o verdo. A taxa anual de reposicdo dentro do rebanho, vacas
infectadas, compra de novilhas infectadas ou a nao realizagdo da quarentena
de animais recém-adquiridos, além do contato efetivo entre vacas e bezerros,

também sdo considerados fatores de risco para a infecgéo (Hirst et al. 2004).
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Também o tipo de criagdo, manejo sanitario e pluviosidade podem influenciar o
aparecimento da enfermidade, ja que modificam as condigbes ambientais,

propiciando ou dificultando a multiplicagdo da bactéria.

A importancia da transmissdo e infeccdo de MAP em rebanhos de
ruminantes esta fundamentada, principalmente, pelo carater subclinico da
doenca, de forma que estes animais podem permanecer nessa condicdo por
longos periodos disseminando o agente e diminuindo substancialmente a
producédo de leite e carne (Johnson et al, 2001; Losinger, 2005), além de
antecipar o descarte do animal e prejudicar o bem estar desses animais.
Desse modo, as perdas econbmicas podem variar consideravelmente de
acordo com o pais. Na América Latina ainda nédo se tém dados quantificando
as reais perdas produtivas provocadas pela paratuberculose. Na Australia,
Bush et al. (2006) identificaram em rebanhos de pequenos ruminantes, perdas
meédias acima de 13 mil délares fazenda/ano.

Ha também a pesquisa de MAP em animais silvestres como na
Espanha, Marco et al. (2002), que encontraram achados macroscopicos e
histopatoldgicos compativeis com a paratuberculose em 62,5% dos gamos
(fallow deer) livres na natureza, também verificando diarreia, e resultados
postitivos para o cultivo de MAP, que foram confirmados por PCR em dois dos
animais. Também Salgado et al (2011), detectaram o agente em lebres
selvagens no sul do Chile e, em 2009 o mesmo grupo de pesquisadores, foi
responsavel pelo primeiro relato do isolamento de MAP em guanacos
selvagens no pais.

Além da importancia econémica, a associacdo de MAP com a doenga de
Crohn (DC) é uma preocupacgdo. A DC é uma inflamagao cronica do intestino
humano que acomete frequentemente o ileo e o célon (Crohn et al, 1932), mas
pode comprometer qualquer segmento do tubo digestério. Acredita-se que
MAP possa ser um agente infeccioso relacionado a DC, devido as
similaridades clinicas e histopatolégicas encontradas em pacientes com a
doenga e animais com paratuberculose (lIsi, 2004; Ormaechea et al, 2009),

além do frequente isolamento de MAP de amostras provenientes de pacientes
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acometidos pela DC, oque indicaria um problema em saude publica para a
populacdo exposta aos animais com paratuberculose e a produtos
contaminados com MAP (Bull et al, 2003; Wagner et al, 2011).

Ja na Europa as pesquisas sao diversas como Nielsen et al, (2009)
pesquisaram os relatos da doenga em bovinos no periodo de 1990-2008,
encontrando uma prevaléncia média de 20% nesses animais, nao havendo
encontrado informagdes sobre a doenga em caprinos e ovinos nas fontes
pesquisadas.

Na América Latina, aproximadamente 33 milhdes de pessoas possuem a
agricultura como sua principal ocupagdo e cerca de oito milhdes estédo
distribuidos em areas urbanas. Juntos, representam 25% de toda a populacao
economicamente ativa.

A maioria dos paises latino-americanos tem caréncia de informacdes
sobre o real comprometimento dos animais e informacdes acerca das cepas
circulantes, quadro que resulta em desvantagem econdmica e comercial, pois
as perdas na produgao e o desconhecimento do status sanitario comprometem
a exportagao de seus produtos. Muitos paises estdo exigindo a certificacao de
auséncia de MAP em rebanhos para a comercializacdo de animais e produtos
de origem animal e por isso, paises como os latino-americanos, onde a
agropecuaria representa uma parcela importante da economia, atencéo a nivel
de pesquisas e de governos, deve ser dada a essa doencga, pois compromete
nao somente a economia, mas também a saude publica.

Dados sobre a prevaléncia da doenga na América Latina como um todo
nao foram encontrados, e para alguns paises da mesma nenhum dado foi
encontrado acerca da doencga, justificando a reunido dos dados encontrados
sobre cada pais nesse artigo, provendo uma visdo ampla da situagcdo da
doenca nessa regido. Nao foram encontrados outros trabalhos tratando da

revisao sistematica sobre a paratuberculose na América Latina.
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Figura 1- Mapa representando os paises latino-americanos* Fonte:
http://4.bp.blogspot.com/--
wP54Gspokk/TOD24HFA03I/AAAAAAAAKOw/quCvihv4bL0/s400/l1atiname.gif

*os paises ndo nomeados no mapa tratam-se de paises nao falantes de linguas
de origem latina e portanto nado inteGram a América Latina.

2- Métodos

Foram encontrados 67 artigos, até janeiro de 2015 nas bases de dados
Scopus, Pubmed, Agris, Science Direct, referenciando a detecgao de MAP e da
doenga nos paises da América Latina, sem restricbes quanto a data dos
estudos. Apenas artigos publicados em revistas internacionalmente indexadas
foram incluidos na revisdo, sendo descartados aqueles provenientes de

14


http://4.bp.blogspot.com/--wP54Gspokk/T0D24HFA03I/AAAAAAAAKOw/quCvlhv4bL0/s400/latiname.gif
http://4.bp.blogspot.com/--wP54Gspokk/T0D24HFA03I/AAAAAAAAKOw/quCvlhv4bL0/s400/latiname.gif

literatura local, também denominada ‘gray literature’, nao indexadas
internacionalmente.

As palavras-chave para esse levantamento foram: “paratuberculosis’,
“Mycobacterium avium ssp.. paratuberculosis”, “cattle”, “wildlife”, “goat”, “ovine”,
“dairy”, além do nome de cada pais escrito na lingua inglesa. Foram
encontrados estudos em 9 dos 20 paises que compdem a América Latina,
sendo 27 artigos referentes ao Brasil, 13 a Argentina 12 ao Chile, cinco a
Colémbia, quatro ao México, dois a Venezuela, dois ao Peru um ao Panama e
um a Bolivia.

Também foram considerados para caracterizagao dos paises dados de
orgaos governamentais

Em cada artigo foram observados: espécie animal em questdo, numero

de animais, objetivo o estudo técnicas utilizadas e resultados.

3- Resultados e discussao

A tabela 1 apresenta as pesquisas encontradas sobre MAP nos paises da
Ameérica Latina, incluidas na revisdo. A ordem apresentada estd em ordem

decrescente quanto ao numero de estudos encontrados nos paises

Tabela 1- Sumarizagao dos trabalhos incluidos na revisao.

Pais Espécie Objetivo do estudo Técnicas utilizadas Autor
Brasil Caprinos Relatar as enfermidades Investigacéo De Lira et al.
e ovinos digestivas diagnosticadas no histérica de casos (2013)
Hospital Veterinario clinicos
Brasil Diversas Reunir informacgbes Diversas
epidemioldgicas, clinico- Yamasakiet
patolégicas e laboratoriais da al. (2013)

doencga no pais

Brasil Bovinos relatar os aspectos Sorologia (ELISA), Sa et al.
epidemiolégicos da infecgao questionario (2013)
por MAP em bovinos leiteiros  investigativo
de

Garanhuns-PE
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Brasil Bubalinos  Caracterizar um surto na Sorologia (ELISA), Dalto et al.
regido sul do pais cultura, PCR e (2013)

imunohistoquimica

Brasil Caprinos Estimar a frequéncia de Sorologia (ELISA) e  Medeiros et al

€ ovinos anticorpos em animais, na cultura (2012a)
Paraiba

Brasil Bovinos Realizar investigagao Sorologia (ELISA) Medeiros et
sorolégicas em rebanhos com al. (2012b)
e sem histérico da doenga

Brasil Bovinos Investigar a presenca de MAP  Cultura, Nested- Carvalho et

(leite em amostras de leite PCR e al. (2012)
comercial) comercial sequenciamento
Genético

Brasil Bovinos Verificar a conservagao PCR, Carvalho et
genética das sequencias sequenciamento al. (2012)
usadas de /S900 para genético e
diagnostico em leite cru bioinformatica

(polimorfismo)

Brasil Bovinos Reportar aspectos Sorologia (ELISA) e  Rodrigues et
anatomopatolégicos de trés histopatologia al. (2012)
animais positivos, no Rio de
Janeiro-RJ

Brasil Bovinos Avaliar a eficiéncia da proteina Cultura celular, Souza et al.
recombinante de MAP, APA imunofluorescencia, (2011)
em testes soroldgicos Imunohistoquimica e

sorologia (ELISA)

Brasil Bubalinos Investigar e caracterizar a Histopatologia, Mota et al.
paratuberculose e suas exame de Ziehl- (2010)
alteracdes clinico-patologicas, Nilseen em fezes e
nessa espécie em PCR
Pernambuco

Brasil Caprinos Relatar a ocorréncia nessas Teste Oliveira et al.

€ ovinos espécies no Nordeste do pais  intradermoreacdoe  (2010)
e caracterizar as alteragdes histopatologia
clinico-patoldgicas

Brasil Bovinos Avaliar a eficiéncia de duas Sorologia (ELISA) Marassiet al.
proteinas recombinantes de (2010)
M.bovis (MPB70 e MPB83)
em testes sorolégicos para
diferenciar infecgdes por MAP
e por M.bovis

Brasil Bovinos Investigar a presenca de MAP  PCRe Carvalho et
em rebanhos leiteiros em sequenciamento al. (2009)
Vicosa-MG genético




Brasil Bovinos Reportar os aspectos clinicos, Histopatologia e Mota et al.
anatomo-patoldgicos, num cultura (2009)
rebanho leiteiro da Paraiba

Brasil Bovinos Avaliar a interferéncia da Sorologia (ELISA) e  Varges et al.
tuberculinizagéo nos testes de  cultura (2009)
ELISA

Brasil Diversas Fazer uma revisdo da doenca  Diversas Lilenbaumet

al. (2007)

Brasil Bovinos Relatar o surto da doenga Sorologia (ELISA e Ristow et al

AGID), (2007)
histopatologia e
cultura

Brasil Bovinos Avaliar trés diferentes Cultura Ristowet al.
formulagbes de meio HEYM (2006)
em quatro protocolos de
cultura fecal

Brasil Diferentes  caracterizar um novo loci Cultura, RFLP, PCR  Romano et al.

espécies (VNTR-MIRU) no genoma de e Tandem Repeat (2005)
MAP em isolados de MAC da
América do Sul

Brasil Bovinos Padronizar teste ELISA in Sorologia (ELISA) Marassiet al.
house para utilizar no territério (2005)
nacional

Brasil Bovinos Avaliar a técnica de AGID e Sorologia (ELISA e Ferreira et al.
sua aplicabilidade no campo AGID) (2002a)

Brasil Bovinos Avaliar sorologicamente o Sorologia (ELISAs) Ferreira et al.
melhor teste para detecgao (2002b)
em rebanhos no Rio de
Janeiro-RJ

Brasil Bovinos Descrever o quadro clinico- Histopatologia e Driemeier et
patologico de animais cultura al. (1999)
acometidos

Brasil Bovinos Detectar MAP em amostras de Cultura e PCR Faria et al

(queijo) queijo coalho (2014)
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Brasil Bovinos Fazer um levantamento da ELISA Costa et al
ocorréncia de MAP em um (2010)
Estado brasileiro

Brasil Bovinos Detecgao agente em um ELISA Fonseca et al
Estado brasileiro (1999)

Chile Bovino Avaliar o poder de deteccao Cultivo e PMS-PCR  Salgado et al
da técnica de PMS-PCR em (2013)
comparagao a cultura

Chile Veados Deteccdo de MAP em Cultivo, PCR, Pradenas et

vermelhor  rebanhos de veados baciloscopia e al (2014)
vermelhor andlise
macroscopica
Chile Bovinos Detecgédo de MAP em PCR e cultura Kruze et al
amostras ambientais de fezes (2013)
e em amostras de leite de
tanque de resfriamento
Chile Bovinos e = Comparagéo da ocorrencia de  Cultura e PCR Salgado et al,
lebres MAP entre bovinos e lebres 2014
selvagens capturadas
préximas aos rebanhos
bovinos
Chile Caprinos,  Revis&o sobre a doenca em Diversas Kruze et al.
pseudorru  caprinos chilenos 2007
minantes,
lebre
europeia

Chile Bovino Avaliar a especificidade e Sorologia (ELISA), Soto et al.
sensibilidade de diferentes cultivo, baciloscopia, (2002)
técnicas na deteccdo de MAP  PCR

Chile Bovinos Avaliar a validade e o custo do  Cultivo Schaik et al.
exame de amostras (2007) a
individuais e em pool para a
deteccao de MAP

Chile Bovinos Andlise comparativa da Sorologia (ELISA), Schaik et al.
efetividade da detecgdo de cultivo, PCR (2007)b
MAP por cultivo e ELISA para
a validagao de um teste de
ELISA

Chile Caprinos Notificar primeiro caso com Sorologia (ELISA), Kruze et al.
isolamento de MAP em cultivo e necropsia (2006)

caprinos leiteiros no Chile




Chile Caprinos Determinar a acuracia de um Sorologia (ELISA) e  Salgado et al.
teste de ELISA na deteccao cultura (2007)
de MAP em soro e leite
Chile Guanacos Deteccao da infecgdo por Cultivo, PCR, PCR Salgado et al.
selvagens MAP em vida selvagem em com restrigéo por (2009)
regiao com doencga de johne endonuclease
documentada
Chile Lebres Identificagdo de MAP em Histopatologia, Salgado et al.
selvagens lebres selvagens que habitam  baciloscopia e (2011)
regido com doenga de Johne cultivo
documentada
Argentina  Bovinos Investigar a prevaléncia de Sorologia e estudos  Moreira et al.
9 Paratuberculose no pais anteriores (1994)
. . Primeiro relato de MAP em Isolamento de fezes  Ubach et al.
Argentina Caprinos : ;
caprinos e leite (1941)
. Tecnica RFLP para comparar Co
. Bovinos e Paolicchi et
Argentina amostras de MAP com cepas  RFLP
Cervos E o al. (1999)
uropéias
Deteccdo de MAP em Cervos  Isolamento, Lo
. o . o ~ Paolicchi et
Argentina Cervos € analise imunohistoquimica coloragao,
) ) o al. (2001)
de amostras imunohistoquimica
Queijo ~ . ~ .
. ; Deteccdo de MAP em queijos  Cultura e coloracdo  Cirone et al.
Argentina caprino e . : :
; caprinos e ovinos Ziehl-Neelsen (2006)
ovino
Bovino
(leite Investigar a presenca de MAP  PCR, cultura, —
. . . . . Paolicchi et
Argentina comercial em amostras de leite sequenciamento al. (2012)
pasteuriza comercial pasteurizado genético '
do)
. . Primeiro isolamento de MAP Cultura, PCR,’ . . .
Argentina Caprinos exame patologico, Fiorentino et
em cabras ;
sorologia al. (2012)
Diagnéstico direto,
. molecular,
Diferencas, vantagens e . .
. histopatologia, . .
Argentina  Bovinos desvantagens de diferentes resposta imune Gilardoni et
tipos de diagnésticos para al. (2012)

MAP

humoral,
paratuberculose
clinica e subclinica
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Avaliagdo de um derivado

Sorologia, liberacao

Argentina Nenhuma  protéico de uma cepa de MAP  yIFN bovino, gl(()):f;()a etal.
argentina analises estatisticas
Diferentes métodos de Sorologia, Cultura, Paolicchi et al

Argentina Bovinos diagndstico para MAP em PCR, teste

) . : (2013)
bovinos no pais Tuberculina,
\ Diagnéstico de .um.a L'?’T‘a Ziehl-Neelsen, Jorge et al.

Argentina Llama apresentando sinais clinicos

. cultura, PCR (2008)
classicos de Paratuberculose

Argentina  Bovinos Presenca de MAP em Revisio Cirone et al.

9 alimentos e relagdo com DC (2007)
Detecgao de isotipos 1gG
Argentina  Bovinos bovinos em Elisa — PPA de Soroloaia Fernandez et
9 bovinos infectados com 9 al. (2012)
doenga de Johne

Colémbia Bovinos Detecgdo e comparagdode 3  Sorologia (ELISA), Fernandez-

testes diagnosticos cultivo e PCR silva et al.
(2005)

Colémbia Bovinos Deteccao e caracterizagéo Sorologia (ELISA), Fernandez-

das cepas encontradas cultivo, PCR e ISSR  silva et al.
(2011)

Colémbia Bovinos Deteccao de MAP em um Intradermorreacéo Waard (2010)
rebanho com tuberculina

aviaria e sorologia
(ELISA)

Colémbia Bovinos Detectar possiveis casos de (retrospectivo) Ramirez et al.
paratuberculose dados sobre prova (2011)
documentados para um de intradermor-
rebanho e seus elementos recao, necropsia,

histopatologia e
alteragdes clinicas

Colémbia Diversas Revisar a ocorréncia da Diversas Restrepo et
paratuberculose na colémbia al. (2008)

México Caprinos Investigar a presenca de MAP  ELISA indireto Martinez-
em cabras leiteiras Herrera et al.

(2012)
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México Caprinos Realizar analise descritiva dos ELISA Méndez et al.
e ovinos casos de paratuberculose (2008)
ovina e caprina recebidos
para diagndstico em um
laboratdrio

México Ovinos Investigar a presenca de MAP  Nested-PCR e Moroén-Cedillo
em ovinos imunodifusdo em gel etal. (2013)

de agar

México Bovinos e Investigar a presenga de MAP  |solamento, Favila-

caprinos em amostras de leite de sorologia (ELISA Humara et al.
bovinos e caprinos indireto), PCR (2010)

Peru Bovinos Identificar a presenca de MAP  Prova de Bustamante
na regiao de Lima por 3 intradermorreagao a etal. (2011)
técnicas diagndsticas tuberculina aviaria

Peru Bovinos Notificar o primeiro isolamento  Baciloscopia, Ortiz et al.
de MAP no Peru Cultivo, Sorologia (2009)

(ELISA)e PCR

Venezuela Bovinos Verificar o comprometimento Sorologia (ELISA), Sanchez-

de bovinos crioulos limoneros  cultura, Villalobos et
histopatologia, al. (2009)
hematologia e PCR

Venezuela Bovinos Verificar a presenca de MAP PCR e cultura Méndez et al.
em leite pasteurizado (2006)

Bolivia Veados Verificar a presenga de Imunodifusao Deem et al.

cinza diversos agentes, inclusive (2004)
MAP

Panama Bovinos Avaliar o uso de amostras de ELISA Goodrigde et
plasma quando comparada ao al, 2013
uso de amostras de soro para
deteccédo de MAP em bovinos

Brasil

E o maior pais da América do Sul com area total de mais de 8 515 767

km? situado entre os paralelos 5°16'19" de latitude norte e 33°45'09" de latitude

sul e entre os meridianos 34°45'54" de longitude oeste e 73°59'32" de longitude

oeste. Possui o0 seu litoral banhado pelo oceano Atlantico e grande extenséo
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territorial fazendo fronteira com dez paises. Com excecdo do Chile e do
Equador, todos os paises da América do Sul fazem fronteira com o Brasil. O
Brasil € o quinto maior pais do planeta em extensédo territorial. Essa
caracteristica associada ao clima tropical permite a criacdo do gado em
pastagens, o que possibilita estratégias de incremento na produtividade.

A pesquisa do efetivo do numero de animais no Brasil entre 2010 e
2011 revelou crescimento significativo para os bubalinos (7,8%), bovinos
(1,6%), ovinos (1,5%), suinos (0,9%) e caprinos (0,7%) (IBGE, 2011).

Segundo dados internacionais do Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos, até o final do primeiro semestre de 2013, o Brasil se
consolidou como detentor do segundo maior rebanho bovino efetivo do mundo.
A bovinocultura € um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro no
cenario mundial e se subdividem em dois grandes segmentos, a cadeia
produtiva de carne e a do leite. Além da carne bovina, o Brasil se destaca como
o sexto maior produtor mundial de leite.

Ja quanto a importagdo o pais adquire da Argentina e Uruguai,
insignificantes volumes de leite fluido para suprir interesses comerciais.

No Brasil, a paratuberculose foi identificada em 1915 por Octavio Dupont
por meio do “Jornal do Commercio” em bovinos importados da Bélgica para o
Rio de Janeiro. Nesse ponto, relacionou-se a uma doenga exclusivamente
exotica acometendo apenas rebanhos de animais importados. No entanto,
Darcorso Filho et al. (1960) identificaram a doengca em bovinos nascidos e
criados no Brasil e somente em 2007 o agente foi isolado em rebanho de
bovinos leiteiros nativos do pais (Ristow et al. 2007). Esse fato instigou
pesquisas que ja em 2009 realizaram a primeira detecgao molecular de MAP
por Reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em amostras de leite cru
(Carvalho et al. 2009).

A maioria dos estudos publicados no Brasil utilizam métodos soroldgicos
para o diagnostico, seguido do uso de técnicas microbiologicas. Um estudo
avaliou o teste de Imunodifusdo em agar gel (AGID) em 48 amostras de soro
de 1004 animais provenientes de 45 rebanhos leiteiros do Estado do Rio de

Janeiro, onde , foi comprovado que a utilizacdo AGID teve baixa sensibilidade
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(57%) e especificidade (92,5%). Desse modo, a utilizagdo dessa técnica se
torna eficiente, apenas, para confirmar a positividade de animais suspeitos e
nao para determinar um padrdo de busca ativa em rebanhos subclinicos
(Ferreira et al.2002a). No entanto, a utilizacdo de um “ELISA in house”,
testados em 179 bovinos leiteiros, com antigeno protoplasmatico da
paratuberculose (ELISA-PPA) demonstrou ser adequado para a sua utilizagao
no diagnostico de rebanhos suspeitos (Ferreira et al. 2002b). A utilizagao
conjunta das ferramentas moleculares e soroldgicas, associadas as alteragdes
macro e microscopicas e técnicas histopatoldgicas permitiu, recentemente, a
detecgdo de MAP em rebanhos de bufalos d’agua no Sul do Brasil. Embora
seja relatado que essas espécies apresentam menor suscetibilidade a infecgéo
que os bovinos, dentre 203 animais, sete apresentaram alteragdes clinico
patolégicas, 21 reagdes positivas por ELISA e oito morreram. De acordo com
os autores, foi possivel inferir que a prevaléncia desse rebanho avaliado é alta.
Ndo se sabe a razdo desse comportamento, mas sugere-se que O
comportamento de amamentagido desses animais associados ao manejo
intensivo pode contribuir para a maior positividade dos animais (Dalton,et al,
2012).

Os métodos para determinar a real situacdo da paratuberculose em
diferentes estados brasileiros ainda s&o fundamentados em diferentes
metodologias, apresentando resultados que n&o possibilitam uma avaliagao
real do panorama do pais. Contudo, estudos revelaram uma prevaléncia de
37,9% em 40 animais testados no Estado de Sao Paulo (Fonseca et al, 1999),
30% de 128 vacas no Estado do Rio de Janeiro (Ristow et al, 2007), 60,24% de
166 amostras de soro sanguineo, em Goiania (Acypreste et al, 2005), 45,51%
no Mato Grosso do Sul (Rivera, 1996) e, no Espirito Santo, Costa et al. (2010)
fizeram um levantamento soroldégico em 1450 vacas leiteiras e constataram
positividade em 11,4% dos animais.

Embora ndo se tenham muitos estudos acerca da distribuicdo de cepas
de MAP no pais, foi verificado que o polimorfismo da sequéncia /S900 de
diferentes cepas de MAP é altamente conservada, sendo e adequada para o

uso em diagndsticos moleculares (Carvalho et al. 2012). Nesse sentido,
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recentemente Faria et al. (2014) conseguiram detectar a presenca de DNA de
MAP em 10% (3/30) das amostras de queijo Coalho de varejo no municipio de
Parnaiba-Pl. Em 3,3% (1/3) dessas amostras, foi possivel recuperar células
viaveis, cultivadas em meio HEYM. Os resultados desse trabalho possuem
grande relevancia para o Brasil, pois, além de ser o primeiro relato da detecg¢ao
de MAP em queijo no pais, dificimente conseguiu-se comprovar a sua
viabilidade em queijos.

Em caprinos e ovinos do Nordeste do Brasil, Oliveira et al. (2010)
comprovaram por histopatologia e coloragdo para deteccdo dos BAAR, a
presenca de MAP em animais naturalmente infectados. Ainda nesse mesma
regido, um estudo soroldgico revelou que a frequéncia de pequenos ruminantes
infectados foi de 44,96% de 734 amostras de soro de caprinos e 54,08%de
392 de ovinos, assintomaticos, proveniente de 46 rebanhos diferentes
(Medeiros et al, 2012).

Assim como na espécie bovina, a paratuberculose caprina e ovina ndo é
amplamente investigada no pais. Embora o numero de trabalhos tenha
aumentado nos ultimos anos, o Brasil ainda tem caréncia de informagdes do
real comprometimento dos animais e as cepas que circulam no pais. Esse
quadro leva a desvantagem econbmica e comercial, pois as perdas na
produgdo e o desconhecimento do status sanitarios dos animais brasileiros
pode comprometer a exportagdo de produtos originarios desses rebanhos
(Schwarz et al. 2012).

A importante representatividade comercial do Brasil no mercado
agropecuario mundial implica a utilizagdo de medidas sanitarias efetivas nos
rebanhos nacionais e o aprimoramento de investigacdes de doengas animais, a
fim de garantir a qualidade dos produtos. Embora exista caréncia de estudos
sobre o impacto da paratuberculose nos rebanhos nacionais, tem-se
aumentado as exigéncias dos paises importadores acerca do status sanitarios

dos animais como livres da doenca.
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Argentina

A Argentina, situada sob as coordenadas 34° 00' S, 64° 00' W, faz
fronteira com o Brasil, Bolivia, Paraguai, Uruguai e Chile, e possui o quinto
maior rebanho do mundo com uma extensa produgao de produtos carneos e
lacteos, sendo, o Pampa, a maior regido criadora de gado do pais. O pais
conta com mais de 45 milhdes de cabegas de gado segundo o Servicio
Nacional De Sanidad Y Calidad Agroalimentaria (SENASA) em 2010. Nos
ultimos anos, a produgao pecuaria argentina passou por grandes crises na
exportagao e producio interna ocasionadas por eventos climaticos adversos
(SENASA 2010). As exportagdes de carne na Argentina cairam em 2012 cerca
de 29,1% em todos os destinos, exceto no Chile, que houve um crescimento de
4,8% na importagado de carnes argentina (SENASA 2012).

Os principais paises e importadores da carne argentina sao lIsrael,
Alemanha e Chile Nos ultimos meses de 2012 a Argentina totalizou 11.450
toneladas de carne exportada (SENASA 2012).

Além do mercado de bovinos de corte a Argentina produziu em 2011 um
total de 11.600 milhdes de litros de leite e exportou 2.800 milhdes do produto,
sendo 8.800 de litros restantes destinados para consumo proprio do pais.
Como destino para a exportagdo de produtos lacteos, a Argentina conta com
107 paises, entre eles, Brasil (22%), Venezuela (22%) e Argélia (13%) (Instituto
De Promocion De La Carne Vacuna -IPCVA 2012).

Estima-se que as perdas econdmicas na provincia de Buenos Aires
devido a paratuberculose cheguem aos 22 milhées de ddlares para producéo
de gado de corte e 6,3 milhdes para gado leiteiro. (Moreira et al,1994; Moreira
e Tosi, 1995).

Algumas regides do pais mostraram soroprevaléncia para MAP que
variam de 7 — 19,6% em rebanhos de criagdo, segundo dados do Instituto
Nacional De Tecnologia Agropecuaria (INTA, 2012). A alta prevaléncia da
doenca na Argentina e a possivel corelacdo do agente etiolégico da
paratuberculose com a DC sugere a utilizagdo de medidas sanitarias mais

rigorosas e testes para exportacédo e importacdo de animais, mesmo que
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sadios. Outra suspeita na transmissdo de MAP para os seres humanos ¢é via
alimentos derivados do leite bem como a agua contaminada pelos animais, o
que alerta ainda mais para a melhora nas medidas sanitarias destes alimentos
(Cirone et al 2007).

Segundo Paolicchi et al. (2002) além do teste padrao ouro para detecgao
de MAP em meio de cultura HEYM, o teste sorolégico ELISA é muito
importante pela sua sensibilidade para diagnosticar a doenga. Dessa forma,
para estabelecer o estagio da doenca, deve-se fazer dois ou trés testes, em um
mesmo animal para a detecgdo ainda em fase subclinica ou silenciosa, o que
seria a chave para o inicio de programas de controle da doencga, sendo, assim,
estabelecidas algumas normas de seguranga (Paolicchi et al, 2012). Isso visto
que em um estagio inicial da doenca na forma subclinica, MAP pode ser
eliminado através do leite, mesmo que os testes soroldgicos sejam negativos
(Paolicchi et al, 2001).

Com base na dificuldade para deteccdo de MAP em animais que se
encontram em estagio subclinico da doenga devido a baixa concentragdo do
agente eliminados pelas fezes e pela dificuldade em detectar anticorpos
especificos para MAP, Fernandéz (2012) testou a desempenho dos isotipos de
imunoglobulinas 1gG, 1gG1 e IgG2 em teste imunolégico ELISA — PPA para
diversos bovinos em estagios diferentes da doencga. O estudo mostrou que a
combinacgao de IgG e IgG2 pode melhorar a deteccao de MAP em bovinos
durante os diferentes estagios da doenca.

Ja em 2011, foi publicado o primeiro isolamento e deteccdo de MAP a
partir de leite comercial pasteurizado na Argentina, indicando o risco para a
populagao quando consumidos tais produtos (Paolicchi et al, 2011).

O primeiro isolamento e caracterizacdo molecular de MAP em cabras foi
entdo realizado na Argentina em 2012 por PCR e PCR-REA como técnica
molecular e cultura em meio Herrold gema de ovo (Fiorentino et al, 2012).
Considerando a presenga de MAP em leite bovino e caprino, Cirone (2006)
alerta a importancia da maturagcado de queijos elaborados com leite bovino e
caprino sem tratamento térmico a fim de diminuir a presenca de MAP e outros

organismos melhorando a qualidade higiénico-sanitaria do alimento.



Nao foram encontrados outros dados oficiais sobre o avango dos
estudos em relagdo a Paratuberculose ou Doenga de Johne, embora a
Argentina seja um pais com grandes avangos cientificos frente a pesquisa do

agente etioldgico da Paratuberculose

Chile

O Chile, localizado na regido sudoeste da América do Sul, sob as
coordenadas geograficas 30 00S, 71 00W, faz limites com o Peru e a Bolivia ao
norte e com a Argentina ao leste, além dos oceanos Pacifico e Atlantico.

Sua economia € uma das mais importantes do continente, sendo o setor
agropecuario, responsavel por empregar boa parte da populagdo, e por uma
parcela importante do PIB, chegando a 5% do total, em 2000 e representando
9,3% do valor das exportagbes no mesmo ano. (Ministerio Da Agricultura Del
Chile, 2006)

No pais a populagédo bovina € de quase 4 milhdes, enquanto a caprina
de aproximadamente 700 mil cabegas, (Kruze et al 2007)

A paratuberculose encontra-se bem documentada no pais, tendo sido
reportada no pais pela primeira vez por Grinbergs e Caorsi (1958) na regido de
Valdivia em bovinos e em pequenos ruminantes. Foi também descrita por
Zamora e colaboradores (1975) em ovinos, na mesma regidao. Também foi
descrita no pais em rebanhos de caprinos leiteiros, em 2002 e em 2006.( Kruze
et al, 2007).

No estudo de Soto et al, 2002, foram analisados 14 rebanhos bovinos,
totalizando 250 animais, dos quais amostras de soro e fezes foram coletadas e
submetidas aos testes de ELISA, cultivo microbiolégico, baciloscopia direta
(ZN) e confirmagéo por PCR. Pela técnica do cultivo, o micro-organismo foi
isolado de um total de 5 (71,4)% dos rebanhos e 16% dos animais, enquanto
ao ELISA, 8% dos animais foram positivos. O numero de animas positivos por
rebanho flutuou entre 5 e 66,7%.

Ja o estudo de Schaik et al, (2007a), investigou a presenga de MAP em

600 animais, provenientes de 12 rebanhos bovinos chilenos, dos quais
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coletou-se amostras de fezes, que foram submetidas ao cultivo microbioldgico,
obtendo-se resultados positivos em 83% dos rebanhos e 7% do animais. Nesse
estudo os autores também realizaram a cultura das amostras em pools de
cinco e 10 animais, e notaram que a sensibilidade do teste em relagdo ao
cultivo individual foi de 46 e 48%, nao diferindo estatisticamente com relagao
ao tamanho do pool. O cultivo das amostras em pool € uma ferramenta util na
reducdo dos custos dos testes, porém em rebanhos com baixa carga do micro-
organismo pode haver um efeito de diluicdo de MAP, causando resultados
falso-negativos. Também foi realizado um estudo por Schaik et al, (2007b.) em
27 rebanhos do sul do Chile, totalizando 1333 bovinos, dos quais foi coletado
soro e fezes, que também foram submetidos ao cultivo microbiolégico e ao
ELISA. Os resultados positivos ao cultivo foram submetidos a PCR para
confirmacéao da identidade do micro-organismo, sendo que houve 54 resultados
positivos a cultura, o que corresponde a 4,1% dos animais testados em 37%
dos rebanhos, enquanto ao teste sorolégico obteve-se 86 resultados positivos,
correspondendo a 6,4% dos animais

Ainda utilizando amostras fecais de bovinos, Salgado et al (2013),
encontraram 74.9% (263/351) de amostras positivas ao PMS-PCR e apenas
12.3% (43/351) ao cultivo microbiolégico.

Com relagao a deteccao de MAP em rebanhos caprinos no Chile, trés
estudos foram analisados. Um deles foi o estudo de Kruze et al, em 2006 que
analisou um rebanho de 41 animais, avaliados por ELISA e ao cultivo. Ao
ELISA 22% dos animais, ou seja, nove amostras de soro foram positivas, além
de cinco amostras de leite, que correspondem a 12% dos caprinos testados. Ja
ao cultivo, foi isolado MAP de seis amostras, ou 14,6% dos animais. Em um
dos rebanhos, um animal com sinais clinicos compativeis com a
paratuberculose foi eutanasiado e submetido a necropsia. O caprino
apresentava emaciacido severa e a analise histopaldégica de amostras de
nodulo linfatico mesentérico e tecido intestinais, detectou-se a presenca de
alteracbes compativeis com a doenga, inclusive a presenca de granulomas em
nodulos linfaticos mesentéricos, apesar de nao ter sido visualizada a presenca

de bacilos alcool-acido resistentes.



Outro estudo com relag&o a caprinos foi o de Salgado et al (2007), onde
amostras de soro, leite e fezes de 383 caprinos de oito rebanhos foram
testadas também ao cultivo e ao ELISA. Das amostras de soro, 66 (16,8%)
foram positivas ao ELISA de amostras do soro, enquanto 37(9,4%) foram
positivas das amostras de leite, além de 35 (9,4%) amostras que exibiram o
crescimento de MAP em meio de cultivo, detectado em 50% dos rebanhos. Os
resultados do ELISA utilizando soro e leite foram estatisticamente diferentes,
de forma que a sensibilidade do teste com amostras de soro foi
significativamente superior.

Kruze et al (2013) realizaram um estudo utilizando amostras de tanque
de resfriamento e amostras ambientais de instalagées de bovinocultura leiteira
no sudeste do pais, sendo calculando uma prevaléncia média de 27% para as
amostras fecais ambientais e de 49% das amostras de leite do tanque de
resfriamento.

Estudos com caprinos confirmam a presenca, manutencéo e circulagao
de MAP nos rebanhos chilenos, e destacam a auséncia de programas de
controle e erradicagcao da doencga.

No estudo de Pradenas et al (2014) foi descrita a presenca de MAP
entre rebanhos de veados vermelhos, criados no pais para o consumo de
carne. O estudo incluiu achados macroscoépicos e microscopicos da doenca,
além de cultivo microbiolégico e PCR.

Além dos estudos sobre MAP em ruminantes, o agente ja foi detectado
em animais selvagens no Chile. Salgado et al (2009), foi responsavel pelo
primeiro relato do isolamento de MAP em guanacos selvagens no Chile. Esses
animais que possuem uma populacdo de 86 mil animais no pais, foram
provenientes da regido da ilha de Tierra Del Fuego, onde 501 animais foram
analisados a partir do cultivo microbiolégico, confirmado com PCR e tipificadas
as cepas, através PCR com restricdo por endonuclease, que fornece a
tipificagdo da cepa em de origem bovina, ovina ou intermediaria. Ao cultivo, 21
(4,2%) das amostras foram positivas e todas pertenciam ao mesmo grupo
genético o C-type, isolado tipico de bovinos. Outro fato importante destacado

pelo estudo foi de que todos os isolados cultivados eram provenientes de
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regides geograficas proximas e continuas, situadas proximas a fazendas de
gado bovino.

Salgado et al (2011), publicaram sobre a deteccdo de MAP em lebres
selvagens na regido sul do pais, onde os animais habitam proximo a rebanhos
bovinos conhecidamente infectados pela bactéria. Os animais da espécie
Lepus europaeus foram capturados e foram coletadas, fezes, tecido linfatico e
ileo, sendo submetidos a cultura, baciloscopia direta e analise histopatologica.
Histologicamente os tecidos possuiam aparéncia normal, sem demonstrar
nenhum sinal de inflamagao. Apesar disso, MAP foi isolado de 48 (12,6%) das
amostras de tecido e de 16(4,2%) das amostras de fezes, calculando-se uma
prevaléncia de 14,1% de MAP no rebanho. Esses achados indicam que a lebre
europeia atua principalmente como um veiculo do micro-organismo , sem
desenvolver a doenga. Posteriormente o mesmo grupo realizou um estudo
onde foram coletadas cerca de 50 lebres em cada uma de duas regides de
rebanhos leiteiros. Realizada a detec¢cao de MAP nas lebres e nos animais dos
rebanhos, foi demonstrada associagdo estatistica entre os resultados
encontrados entre as lebres e os rebanhos correspondentes. (Salgado et al,
2014)

Essas pesquisas nédo apresentam evidéncias de quando ou como esses
animais foram infectados, porém a proximidade dos rebanhos de bovinos
conhecidamente infectados ou potencialmente expostos, com as regides que
0s animais selvagens estudados habitam, e a identificagdo de cepas tipicas de
bovinos sugerem que a introducdo de MAP nessas populagbes de
pseudoruminantes e lagomorfos deu-se através do contato com os animais
domeésticos.

Apesar de os resultados obtidos no estudo com a populacdo de lebres
nao indicarem o desenvolvimento da doenga nesses animais, a auséncia de
programas de controle perante a presenga confirmada de MAP nos rebanhos
bovinos, caprinos e ovinos, representa um risco aos animais silvestres
expostos, nos quais o desenvolvimento da forma clinica da doenca nao foi

confirmado, mas é passivel de ocorrer.
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Colémbia

A Colémbia, segundo pais sulamericano mais populoso, com mais de 45
milhdes de pessoas, possui fronteiras com o Mar das Caraibas, Venezuela,
Brasil, Peru, Equador e Panama. Além do territorio continental localizado sob
as coordenadas 4 00 N, 72 00 W ao norte da América do Sul, o pais possui
dois territérios insulares, San Andrés e Providéncias, no Mar das Caraibas, e a
ilha de Malpelo, no Pacifico.

A economia da Colébmbia baseia-se nas atividades de mineracédo e
agropecuaria. O pais € um importante produtor de carne bovina, ocupando o
15° lugar na produgado mundial em 2003, Segundo o Ministerio da Agricultura e
Desenvolvimento Rural (Espinal et al, 2005; M.A.D.R. 2012), a populacdo
bovina do pais foi estimada pelo 6rgdo em 26,8 milhdes de cabecas,
concentrados nas regides de Meta, Atioquia e Cordoba, onde podem ser
encontrados quase 30% dos animais (Espinal et al, 2005, M.A.D.R.
2012).Praticamente toda a produgao de carne é destinada ao consumo interno,
sendo que as exportacbes representam menos de 1% do valor e as
importagdes representam perto de 0,4% do consumo nacional.(M.A.D.R. 2012)

O pais é quase autossuficiente na producao leiteira, tendo importado
aproximadamente 18 mil toneladas de leite entre janeiro e agosto de 2012,
provenientes, de acordo com o Ministério da Agricultura, principalmente da
Argentina e Chile. As exportagdes de leite na Coldmbia por sua vez, ainda
segundo o informativo do Ministério da Agricultura da Colémbia de novembro
de 2012, estao sofrendo um processo de contragao, chegando a uma queda de
66% em volume, no ano de 2011, sendo os principais destinos do produto a
Venezuela e o Equador. Também segundo esse informativo, de janeiro a
agosto de 2012, as exportagdes do produto configuraram um total de 449
toneladas, o que representa uma queda de 9% no volume exportado com
relagédo ao mesmo periodo do ano anterior. (M.A.D.R., 2012).

Apesar da importancia da producdo leiteira no pais, Restrepo et al,
(2008) relata a inexisténcia de programas de controle e erradicagdo da

paratuberculose no pais. Segundo o autor, a doenga foi diagnosticada pela
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primeira vez em territério colombiano, no ano de 1924, na fazenda “El Hato”,
em Usme. Desde entdo casos tem sido relatados pelo ICA (Instituto
Colombiano Agropecuario) na regido de Meta e também em Antiquia (Restrepo
et al, 2008).

Mesmo em vista da confirmagao da presenga da doenga em rebanhos
colombianos, ndo sdo documentados no pais, estudos epidemiologicos sobre a
incidéncia, prevaléncia ou distribuicdo da doenca, os estudos que se tém sao
escassos, muitas vezes publicados em periddicos locais, baseados em estudos
de casos clinicos isolados e amostragens reduzidas. Além disso, dados como o
status imune, genética, sexo e idade dos animais usualmente nao sé&o
documentados, apesar de serem de grande importancia, ja que sao essenciais
para a constru¢cao de um programa de controle e profilaxia. Segundo Restrepo
et al, (2008) esses fatos sao justificaveis, frente a auséncia de politicas e
investimentos governamentais de suporte as pesquisas.

Um dos estudos realizados sobre a detecgdo do agente etiolégico da
paratuberculose nos rebanhos colombianos foi de Fernandez-Silva et al, 2005
onde 307 animais, provenientes de 14 rebanhos localizados na regiao andina
da Colébmbia, tiveram amostras de soro e fezes coletadas e submetidas a
testes sorolégicos (ELISA), molecular (PCR) e microbiolégico (cultivo). Nessa
pesquisa as amostras foram submetidas ao teste de ELISA-A, que baseia-se
na deteccdo de lipoarabinomanano, e quando positivas a esse teste, foram
submetidas aos demais testes. Das 307 amostras, 31 foram positivas ao
ELISA-A, o que corresponde a 10% dos animais testados em 71% dos
rebanhos. Dos 31 resultados positivos, apenas dois foram positivos ao ELISA-
B, que se baseia na deteccao de anticorpos anti-antigenos MAP, seis a PCR e
nenhum ao cultivo. Os dois resultados positivos ao ELISA-B, sdo de animais de
rebanhos diferentes, mas que pertencem ao mesmo propietario, entre os quais
€ realizado transito de animais, reafirmando a natureza altamente contagiosa
da doencga.

Em Fernandez-Silva et al (2011), foram utilizados o teste de ELISA,
cultivo microbiolégico, PCR, além do teste de ISSR (Multilocus Short Sequence

Repeat) para caracterizacdo molecular das cepas de MAP. Nesse estudo,
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assim como no anterior, a concordancia entre os resultados encontrados aos
diferentes testes foi considerada baixa.

Em um estudo em 2011 por Fernandez-Silva et al, analisaram 386
amostras de fezes, 329 amostras de soro dos mesmos animais, amostras
ambientais, coletadas na sala de ordenha dos estabelecimentos, além de
amostras de tecido de um animal com sintomatologia compativel com a doenga
de Johne, o qual foi eutanasiado. Os bovinos eram provenientes de cinco
rebanhos, dos quais foram obtidos seis (1,8%) resultados positivos ao ELISA,
em 40% dos rebanhos e oito resultados positivos ao cultivo, quatro de
amostras de fezes, dois de tecido e dois das amostras ambientais. Todos os
isolados obtidos ao cultivo e ao PCR real time foram compativeis com MAP.
Com relagao a caracterizagdo molecular dos isolados obtidos através do ISSR,
verificou-se que as amostras fecais, uma das amostras ambientais e uma das
amostras de tecido correspondiam a um tipo de cepa, enquanto a outra
amostra de tecido e a amostra restante das ambientais correspondiam a outro,
confirmando a presenca, manutencao e circulagdo de mais de uma cepa do
agente no rebanho.

Waard, 2010, realizou um estudo com 55 bovinos, provenientes do
rebanho da Faculdade de Medicina Veterinaria de Cérdoba, em Monteria, onde
os animais foram submetidos ao ELISA, e verificou que 25% dos animais eram
positivos.

A prova de intradermorreacgao, foi usada nas analises de Ramirez et al,
(2011), aliada a um estudo retrospectivo dos dados coletados entre 2000 e
2008 sobre o rebanho de 105 animais da Universidade de Atioquia em San
Pedro de Los Milagros, onde havia cinco casos compativeis com a doenca. Os
dados analisados incluiam, além da prova de intradermoreacao, dados sobre a
necropsia, analises histopatologicas e alteragdes clinicas. Os animais
apresentavam diarreia crbnica, enfraguecimento e melena, assim como
achados necropsiais de emaciagdo, espessamento da mucosa, tumefacao e
congestdo da mesma, assim como achados histopatoldégicos de enterite e
linfadenite granulomatosa. Em trés deles observou-se também, a histologia, a

presenga de grande quantidade de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR)
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intracelulares em macréfagos, células gigantes, e no intersticio. Através dessas
analises os autores puderam confirmar a presenga da paratuberculose no
rebanho.

Em 2009, Jimenéz et al, publicaram um estudo analisando um rebanho
de 250 ovinos, quanto a presenga do agente etioldégico da doenga de Jonhe,
através da Baciloscopia (Ziehl-Neelsen, ZN) de amostras de fezes, do teste de
intradermorreagdo a tuberculina aviaria e a analise sorologica do ELISA,
obtendo resultados positivos em 4% das amostras a coloragdo de Ziehl-
Neelsen, em 6,4% das amostras ao teste de intradermorreacao e em 0,8% das
amostras ao ELISA.

Na grande maioria dos estudos obteve-se uma baixa concordancia entre
os testes, e explicagdes para tal foram descritas em todos os artigos e incluem
a sensibilidade, especificidade e ao alvo de detecgcédo de cada teste, sejam os
ultimos: anticorpos, antigenos ou a presenga do micro-organismo em sua
forma viavel ou nao-viavel.

Segundo esses estudos baciloscopia com a coloragao de Ziehl-nielsen,
€ um teste que possui apenas 86% de especificidade e devido a distribuigao
desigual e a eventual baixa carga bacteriana encontrada nos animais
infectados, podendo ocorrer a subdetecgcao de MAP nesse teste.

Com relagao ao ELISA, os autores também descreveram a discordancia
entre os resultados de diferentes kits utilizados como resultado do alvo de
deteccao de cada um, que envolvem os diferentes tipos de resposta imune que
estdo influenciadas pela fase da infec¢do ou ainda, a deteccdo de antigenos
bacterianos, por exemplo.

Os resultados obtidos a prova de intradermorreacdo com a tuberculina
aviaria também foram questionados nos estudos, relatando-se que pode haver
reacdo cruzada quando animais foram previamente submetidos ao teste de
intradermorreagao com a tuberculina bovina, para o estabelecimento do status
do rebanho acerca da infeccdo pelo M. bovis, resultando em amostras falso-
positivas ao teste. Vale lembrar, que o resultado positivo ao teste da

tuberculina aviaria ndo indica especificamente resposta a infecgdo com MAP,
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podendo ser na verdade a infeccdo por outra micobactéria do complexo
Mycobacterium avium, ou uma das situagdes descritas acima.

Dessa forma os estudos descritos mostram a presenga, manutencao e
circulagcdo de MAP nos rebanhos da Colémbia e manifestam a preocupacao
diante da auséncia de programas e investimentos para o controle, prevencéao e

erradicagao da doenca.

México

O México, pais localizado no sul da América do Norte, sob as
coordenadas 23° 00' N, 102° 00' W, limita-se ao norte com os Estados Unidos,
ao sul com Guatemala e Belize; ao leste com o Golfo do México e a oeste com
o Oceano Pacifico e possui a segunda maior economia da América Latina.

A pecuaria bovina, de grande importancia para o pais, € extensiva e
concentra-se na regido central do pais.

Em 2012, Martinez-Herrera e colaboradores, realizaram um inquérito
soroepidemiolégico em caprinos de cinco municipios do centro de Veracruz,
através de ELISA indireto. A soroprevaléncia total de paratuberculose nos
rebanhos foi de 0,6% (1/182), o que demonstra uma baixa distribuicdo de MAP
nesta regido do México. Méndez e colaboradores. (2008) realizaram uma
analise descritiva dos casos de paratuberculose ovina e caprina recebidos para
diagnodstico em um laboratorio no México. Neste estudo, 18% das amostras
recebidas (418) foram soropositivas. Morén-Cedillo et al. (2013) analisaram,
através de nested-PCR e de imunodifusdo em gel de agar, a prevaléncia de
infeccdo por MAP em ovinos, sendo testados 211 animais assintomaticos. Na
IDGA, a prevaléncia encontrada foi 9,48%; e na nested-PCR, foi de 7,58%.
Carrillo-Casas et al. (2010) detectaram MAP em amostras de leite de rebanhos
bovinos e caprinos na regido central do pais. Foram analisados, através de
ELISA indireto, isolamento e PCR, 759 bovinos e 371 caprinos. A
soroprevaléncia variou entre 8 e 24% nos rebanhos bovinos e 8,29 e 9,67%
nos caprinos; e o isolamento de colénias compativeis com MAP foi verificado

em 10 amostras de leite bovino de conjunto. O DNA de MAP foi detectado no
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leite do tanque de todos os 14 rebanhos bovinos, mas nao nas amostras
individuais, o que informa que o tanque e as maquinas relacionadas a ordenha
nao podem ser descartadas como fontes de contaminacéo. A deteccédo de MAP
encontrada neste estudo reitera o risco do consumo de leite cru para a saude

publica.

Venezuela

A Venezuela esta localizada no norte da América do Sul, sob as
coordenadas 8 00 N, 66 00 O e delimitada ao norte pelo mar do Caribe, ao sul
pelo Brasil, a oeste pela Coldmbia e a leste pela Guiana. O pais tem uma area
total de 916.445 quildbmetros quadrados e uma area terrestre de 882.050
quildmetros quadrados.

A Venezuela detém a 5% maior tem uma economia da América Latina,
depois do Brasil, México, Argentina e Colédmbia, voltada para a exportacao,
principalmente de petréleo, com destino aos Estados Unidos (33,6%) e depois
ao Brasil (11,7%) (VENEZUELA 2014). Com relagdo a produtos de origem
animal o pais €& principalmente importador, sendo a maior parte desses
produtos proveniente do Brasil (APEX BRASIL 2011).

Os estudos da paratuberculose na Venezuela sao escassos. Um estudo
realizado no Estado de Zulia relata a presenca de MAP em rebanhos de
bovinos crioulos limonero. Neste, a avaliagdo soroldgica e por PCR, permitiu
assegurar a existéncia de animais infectados com taxas de positividade de
1,45% (3/207) e 5,19% (3/77) para amostras de sangue e leite,
respectivamente (Sanchez-Villalobos et al, 2009). Além disso, um segundo
estudo realizado na Venezuela com o objetivo de cultivar MAP de amostras de
leite pasteurizado comercial revelou que nenhuma das 83 amostras eram
positivas para o agente. Mas em duas amostras provenientes de propriedades
distintas foi demonstrado o crescimento de seis col6nias identificadas como
Mycobacterium bovis (Méndez et al, 2006).

A principal importancia da Venezuela no sentido do desconhecimento da

paratuberculose se detém na importacdo de animais vivos e produtos de
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origem animal sem uma avaliagcdo do comprometimento desses produtos,
colocando em risco o rebanho venezuelano. Além disso, a presenga de animais
positivos no pais comprova a importancia de medidas imediatas de controle da

doenca no rebanho nacional.

Peru

O Peru, pais localizado na por¢cao oeste da América do Sul, sob as
coordenadas geograficas 10 00 S, 76 00 W limita-se ao sul com o Chile, a leste
com o Brasil e Bolivia e ao norte com o Equador e Coldbmbia, pertencendo ao
Hemisfério Meridional.

A economia nacional baseia-se no extrativismo mineral, porém a
agropecuaria também é responsavel por empregar grande parte da populagao,
gerando aproximadamente 11,5% do PIB do pais segundo o Ministério da
Agricultura Peruano. Apesar de autossuficiente na produgédo de carne, o Peru
importa grande quantidade do produto principalmente da Argentina e do Brasil.

O rebanho bovino no pais é de cinco milhdes de animais, e a maior parte
desses estd concentrada em pequenas fazendas, tanto com relagcdo a
producdo de carne quando a de leite. Segundo o INEl-Instituto Nacional de
Estatistica e Informatica (INEI 2012) o setor pecuario do Peru Cresceu 3,62%,
entre janeiro de 2011 e janeiro de 2012, representando um aumento de 3,12%
na producao de carne e de 4,54% na producgao de leite.

No estudo de Ortiz et al (2009), é reportado o primeiro isolamento do
agente no pais, de um animal macho de 4 anos de idade, que nao apresentava
nenhuma sintomatologia clinica. Nesse relato, inicialmente realizou-se ELISA a
partir do soro, obtendo resultado positivo. Em seguida procedeu-se a coleta de
fezes, que foram submetidas ao cultivo, coloracdo de Ziehl Nielsen e PCR.
onde também foram encontrados animais positivos para a presenga de MAP.

Ja no estudo de Bustamante et al (2011), foram testadas amostras de 60
vacas provenientes de 3 fazendas, na regiao de Lima, através de dois kits
diferentes de ELISA, cultivo microbioldgico e prova intradérmica de tuberculina.

Os animais foram submetidos aos testes soroldgicos obtendo-se 22 resultados
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positivos. Amostras de fezes foram coletadas desses 22 animais, processadas
e submetidas ao cultivo microbiolégico obtendo cinco resultados positivos,
confirmados pela PCR. Houve uma concordancia significativa apenas entre os
dois kits de ELISA. Segundo o autor essa diferenca entre os métodos
diagndsticos pode ser devido ao tipo de detecgéao feita por cada um (deteccao
de MAP, da resposta imune celular ou humoral). Para o teste de ELISA, por
exemplo, em que se detecta a imunidade humoral estimulada pelo agente, os
resultados somente serdo positivos nos momentos finais da infecgdo e na fase
clinica da mesma. Além disso, MAP é um agente fastidioso e de crescimento
lento e as amostras necessitam passar por um processo de descontaminagao
antes do cultivo, o que dificulta o isolamento e deteccdo do mesmo. Dessa
forma, sem descartar a extrema importancia da evidenciagdo de MAP nos
animais, para medidas de controle e prevencao da paratuberculose, atencao
especial deve ser dada a técnica empregada.

Até 2008, o Peru era um pais considerado livre da paratuberculose,
tendo esse status revogado, quando a OIE declarou a deteccdo de MAP no
pais, sem declarar qual método diagndstico foi usado (ORTIZ et al, 2009).
Dessa forma estudos como esse contribuem para ressaltar atengcao que deve

ser concedida a investigagado da presenga de MAP nos rebanhos daquele pais.

Bolivia

O pais, situado sob as coordenadas geograficas 17° S 65° O, faz
fronteira com o Brasil, Peru, Chile, Paraguai e Argentina e possui economia
baseada na industria petroleira e na agropecuaria, sendo que a ultima
representa15% do PIB e emprega proximo de 5% da populagéo, participando
da area de livre comércio do Mercosul.

Em 2004, Deem e colaboradores publicaram um inquérito
epidemioldgico sobre diversos agentes patogénicos em veados cinza (Mazama

gouazoubira) da regidao de Gran Chaco, na Bolivia. Entre estes agentes, foi


http://www.infoescola.com/bolivia/economia-da-bolivia/

pesquisada a presenca de MAP mas entre os 15 animais testados através de
imunodifusdo em agar-gel, nenhum foi positivo.

Apesar do resultado negativo encontrado, a doengca esta
conhecidamente presente em paises da fronteira, como descrito anteriormente,
e isso, aliado a importancia da atividade agropecuaria para a economia
boliviana, reforga a necessidade de maior investigacdo sobre a paratuberculose

nos animais deste pais.

Panama

O Panama (9 00 N, 80 00 O) por sua vez, tinha 1,72 milhdes de
cabecas de gado. Brasil e Panama assinaram, em 2008, um protocolo sanitario
para liberacdo das exportagdes de sémen e embrides bovinos. A partir de
2011, os dois paises comecaram a estudar a possibilidade de ampliar o
comércio bilateral nessa area, indicando a possibilidade da entrada de MAP no
pais.

Em parceria com pesquisadores da Coldmbia e da Venezuela,
Goodridge e colaboradores (2013) desenvolveram um estudo onde 49% das
amostras de soro de bovinos da raca Gyr e Jersey foram positivos ao teste de
ELISA, assim como 2% dos animais Mestizo. Diante disso, novos estudos

devem ser conduzidos para determinagao da ocorréncia de MAP nos rebanhos.

Outros paises

Para Cuba, Guatemala, Haiti, Republica Dominicana, Republica Das
Honduras, Nicaragua, El Salvador, Costa Rica, Paraguai, Equador ndo foram
encontradas pesquisas acerca de MAP. Esse fato é preocupante, ja que muitos
desses paises tém agropecuaria em crescimento ou tem a agropecuaria como
parte importante do seu PIB. Além disso, muitos desses paises fazem
fronteiras com outros em que o agente foi detectado, e isso aliado ao comercio
intenso de animais e produtos sugere que os rebanhos desses paises também

estejam expostos ao agente.
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CONCLUSAO
o Os paises que realizaram o maior numero de pesquisas foram
Brasil, Argentina e Chile.
o As técnicas utilizadas na maioria dos estudos foram o cultivo, o
ELISA e a PCR. Estudos para a caracterizagdo molecular das

cepas encontradas nao sao costumeiramente realizados.
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REsumo

Paratuberculose ou doenga de Johne, doenga inflamatdria infectocontagiosa
intestinal cronica, pode afetar os ruminantes domésticos e selvagens. Causada
pelo bacilo Gram positivo Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP),
0s animais geralmente se infectam no inicio da vida, pela ingestdo de agua,
colostro e alimentos contaminados. Entre os caprinos, os sinais da doenga sao
perda de peso progressiva e a diarreia, que pode estar presente ou ndo. Os
animais eliminam o agente principalmente pelas fezes e leite contaminando o
solo e a agua, que por sua vez mantém o ciclo de infecao de animais e expde
populagdes humanas ao agente. O objetivo o estudo foi detectar MAP em
amostras de agua para consumo humano e animal, coletadas em 10
propriedades de caprinocultura leiteira, da Zona da Mata mineira e realizar a
caracterizagdo das mesmas. Para a detec¢do do agente foram utilizadas as
técnicas de cultivo microbiolégico e de PCR. Para a caracterizagdo das
propriedades foi aplicado um questionario sobre variaveis da propriedade,
incluindo aspectos sanitarios, nutricionais, reprodutivos, entre outros. O agente
foi identificado viavel em agua para consumo animal, de quatro propriedades,
também positivas a PCR. Dentre essas, duas também foram positivas a PCR
das amostras de agua para consumo humano. Além dessas amostras, DNA do
agente foi detectado na agua de uma quinta propriedade nas amostras de agua
para consumo animal e humano. Portanto, o agente foi identificado em 50%
das amostras de agua para consumo animal e em 30% das amostras de agua
para consumo humano. A caracterizagdo das propriedades sugere possiveis
fatores de risco, como a utilizagdo de fonte de abastecimento de agua nao
tratadas, como pogo ou nascente. Esses resultados reforcam o envolvimento
da agua como via de transmissao de MAP, contribuindo para manutencao do
agente no rebanho, além de também ser fonte de contaminagédo do solo e da
agua para consumo. O possivel envolvimento de MAP na DC, associado as
perdas econdmicas e produtivas, evidenciam a importancia da pesquisa sobre
0 agente na agua. Esse € o primeiro relato de isolamento de MAP de amostras

de agua para consumo animal em propriedades de caprinos leiteiros e da
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identificacdo do agente em agua para consumo humano nesse tipo de
instalacéao.

Palavras Chave: Johne, zoonético, bebedouro, PCR, MAP

Introducgao

A paratuberculose ou doenca de Johne é uma doencga infecciosa
cronica, caracterizada por diarreia persistente e perda de peso progressiva,
cujo agente etiologico é a bactéria Mycobacterium avium ssp.. paratuberculosis
e que acomete principalmente ruminantes. O micro-organismo € transmitido
pela rota fecal-oral, sendo os animais geralmente infectados no inicio da vida,
ao ingerirem o bacilo (Chiodini et al., 1984; Sweeney, 1996). Em caprinos e
ovinos geralmente os sinais aparecem quando o animal possui cerca de um
ano de idade e se resumem principalmente a perda de peso progressiva,
podendo a diarreia estar presente ou nao.

A caprinocultura no Brasil demonstra tendéncia de crescimento e
evolucdo da atividade, se consolidando como importante alternativa pecuaria,
principalmente para as regides aridas, devido a capacidade destes animais de
adaptacdao e resisténcia as condi¢cbes climatica. Verifica-se aumento
significativo nas exploragdes para producdo de leite, assim como para
producao de carne e leite, constituindo fonte de renda para populagdes com
elevado risco de excluséo social. (Farias et al 2014).

O efetivo de caprinos do Brasil, passou de seis milhdes e quinhentos mil
animais em 1996 para aproximadamente 10 milhdes e quatrocentas mil
cabecas em 2006. A exploracdo caracteriza-se pelo uso de sistemas
intensivos, em sua maioria em pequenas areas proximas aos centros urbanos.
Nesses sistemas, animais de racas leiteiras especializadas como Saanen,
Alpina e Toggenburg sdo as mais comuns, assim como seus mestigcos (Borges,
2003).

As principais vias de eliminacdo do agente por animais doentes sao
através das fezes e do leite que contaminam os pastos, local e utensilios de
ordenha e que direta ou indiretamente, contaminam os cursos d’agua podendo

dessa forma infectar humanos. Para o diagnéstico dos animais com
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paratuberculose € utilizado o cultivo microbiolégico de amostras de fezes.
Apesar de ser considerado o padrao-ouro, o cultivo coprologico esta
condicionado a eliminacdo do agente nas fezes, o que ocorre de forma
intermitente, aumentando o risco de um resultado falso-negativo. Além disso, o
cultivo coprolégico é dificil, devido ao alto grau contaminagdo desse tipo de
amostra, que dificulta o isolamento do agente. MAP demonstrou sobreviver em
situagbes de estresse por longos periodos, fazendo da agua uma amostra
adequada para o diagnostico, ja que nao estaria condicionada a eliminacao
intermitente da bactéria e nem a fase ativa da resposta imune ao
agente.(Mishina et., al 1996; Pierce, 2009; Beumer et., al 2010).

Ja foi demonstrada a resisténcia de MAP a pasteurizagao e a processos
de desinfeccao aplicados ao tratamento da agua para consumo humano. Foi
demonstrado que o agente pode ser capaz de formar estruturas semelhantes a
esporo, o que contribui para maior resisténcia no ambiente, dificultando a sua
recuperacado em cultivo microbiolégico. (Whan et., al 2001Pierce, 2009; Beumer
et., al 2010 Lamont et al, 2012).

Trabalhos realizados nos EUA e Europa identificaram MAP em amostras
de agua, porém ainda ndo ha consenso de qual a metodologia adequada da
pesquisa de agente nesse tipo de amostra. Mas ha o consenso de que a
técnica molecular € uma das ferramentas mais adequadas para esse proposito.
(Mishina et., al 1996; Pickup et., al 2005;. Beumer et., al 2010)

Indicios do papel da agua como via de transmissdo da bactéria a
humanos e seu envolvimento no aparecimento de doencas intestinais como a
DC foram demonstrados por Pierce (2009), que apresentou o que denomina de
“Cluster” de casos da doenga. Nesse estudo, individuos que moravam em uma
determinada regido foram diagnosticadas com DC somente apdés mudarem-se
para o mesmo bairro. Esses individuos n&o possuiam relagdo alguma, além de
suas moradias proximas e a utilizagcdo da mesma fonte de abastecimento de
agua para consumo, sugerindo que o desencadeamento do quadro tenha se
dado a partir da ingestdo de agua contaminada com MAP.

Diante disso a ocorréncia da bactéria na agua para consumo e até

mesmo na agua bruta ainda nido esta clara, permanecendo aberta a questao

54



sobre a sua presenca nesse tipo de amostra e o papel da mesma no ciclo de

infeccdo do agente.

1-Objetivo
Verificar a ocorréncia de MAP em agua para consumo humano e animal e
realizar a caracterizagdo socioeconémica e sanitaria de fazendas de caprinos

leiteiros da Zona da Mata Mineira.

2- Materiais e métodos

Esse estudo foi realizado nos laboratérios de Doengas Bacterianas (LDBAC); e
de Biologia Molecular (BIOMOL) do Departamento de Veterinaria; e no
Laboratério de Controle da Qualidade da Agua, da Divisdo de Agua e Esgoto

(LCQA). Todos pertencem a Universidade Federal de Vigosa;

2.1 Selegéo das propriedades

Foi realizada a amostragem planejada a partir de uma listagem de 41
propriedades de caprinos leiteiros da mesorregido da Zona da Mata do estado
de Minas Gerais, obtida através da Associacdo de Produtores de Leite de
Cabra da Zona da Mata mineira (CAPRIMA). Foram selecionadas dez (24,39%)
propriedades, de acordo com a distribuicdo nas diferentes microrregides. As
microrregides estdo descritas na figura 1, e a distribuicdo das propriedades
produtoras de leite de cabra nas microrregides da Zona da Mata Mineira e
podem ser verificados na tabela 1.

O contato inicial com os produtores foi realizado por telefone, quando
era explicado o objetivo do estudo e solicitada autorizagdo para a visita a
propriedade. Nestas propriedades, foi analisada a distribuicdo dos animais por
faixa etaria e foram selecionados animais adultos, aleatoriamente, Foram
incluidas apenas fazendas com um numero minimo de 50 animais, afim de
apenas incluir estabelecimentos com finalidade comercial. A amostragem das
fazendas foi calculada utilizando-se o programa OpenEpi® (disponivel em

http://www.openepi.com), considerando-se prevaléncia estimada de 5%,
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precisdo 4% e intervalo de confianga 95%.0 estudo foi aprovado pela

Comissao de Etica para Uso de Animais (Anexo Il
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Figura 1-Mapa da macrorregido da Zona da Mata mineira, os pontos
representam as propriedades

Tabela 1-Distribuicdo das propriedades produtoras de leite de cabra
nas microrregioes da Zona da Mata Mineira. *Na microrregiao de

Ponte Nova nao foram amostradas propriedades, visto que ha

apenas uma.
Microrregioes Quantidade Porcentagem Fazendas
amostradas
Cataguases 6 14,63% 1
Juiz de Fora 13 31,71% 3
Manhuagu 8 19,51% 2
Muriaé 9 21,95% 2
Ponte Nova* 1 2,40% -
Uba 2 4,88% 1
Vigosa 2 4,88% 1
TOTAL 41 100% 10




2.2- Amostras de agua

Foram coletadas 20 amostras de 20 litros de agua cada. Em cada
propriedade foram coletados 2 amostras, sendo 1 amostra de agua para
consumo animal e 1 amostra de agua para consumo humano. As amostras de
consumo animal foram provenientes diretamente dos bebedouros dos animais
e a agua de consumo humano foi proveniente da torneira da fazenda, podendo
ser do sistema publico de abastecimento de agua do municipio ao qual
pertencia a propriedade ou proveniente de fonte alternativa de abastecimento
(pogo raso, pogo artesiano/semi-artesiano, nascente). A agua de consumo
animal e humano foi proveniente da mesma fonte de abastecimento em cada
uma das localidades.

Os frascos de coleta foram previamente desinfetados com hipoclorito de
sédio 2,5% ficando em contato por um periodo minimo de 24horas, seguido da
lavagem com agua corrente e por ultimo, lavados com &gua destilada

autoclavada.

2.3 -Processamento das amostras

O processamento das amostras foi realizado segundo Pickup et al,
(2005), com modificagdes, como descrito a seguir.

A amostra de agua foram filtradas usando membranas filtrantes de éster
de celulose (Merck Milipore, Sdo Paulo, Brasil) de 0.22 um de porosidade
quantas necessarias para a filtracdo dos 20 litros, conforme as caracteristicas
da agua. Apos a filtracdo, as membranas foram depositadas em tubos de 50
ml, adicionadas de 30 ml PBS 0,5x pH 6,9, agitadas em vortex e raspadas com
alcas plasticas estéreis para desprendimento do material retido, até que as
membranas estivessem completamente limpas. As membranas foram
descartadas e o conteudo recuperado foi aliquotado em microtubos de 1,5ml

para realizagao de extragao de DNA e cultivo microbiolégico.

2.4-Cultivo microbiolégico
O Cultivo microbiolégico também foi realizado segundo Pickup et al

(2005) com modificagbes. As amostras, os controles positivo (MAP K10) e
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negativo (agua ultra pura) foram centrifugadas a 3000 x g por 20 minutos e o
sobrenadante foi descartado. A etapa de descontaminagao constituiu da adigédo
de 15ml de cloreto de 1-hexadecilpiridinio 0.75% (HPC) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) deixando em contato com o sedimento overnight (12-16h). No
dia seguinte a solugao foi centrifugado a 3000 x g por 20 minutos novamente.
Ao sedimento, foram adicionados 2mL de solugdo antimicrobiana contendo
acido nalidixico (50mg/l) (Sigma-Aldrich,), vancomicina (50mg/l) (Sigma-
Aldrich) e anfotericina B (150mg/l) (Cristalia, Itapira, SP, Brasil), Em contato
com a amostra durante 72 horas a temperatura ambiente antes da inoculagéo
Aliquotas de 200ul foram inoculadas em quatro tubos de rosca contendo meio
HEYM, sendo dois com micobactina J e dois sem o sideroforo, que auxilia na
captacao de ferro pela bactéria a partir do meio, o que é necessario para o
crescimento de MAP

Em seguida, os tubos foram incubados a 37°C em posigao inclinada por
uma semana. Passado esse periodo, os tubos foram colocados em posigao
vertical e incubados por um minimo de 16 semanas, com observagdes
semanais do crescimento. Quando observado crescimento caracteristico das
colénias de MAP, o material foi submetido a coloracao de Ziehl-Neelsen para a
visualizagdo dos bacilos alcool-acido resistentes (BAAR), além da realizagéo

de PCR e do sequenciamento para certificagdo da mesma.

2.5- Reacao de Polimerase em Cadeia Convencional (PCR)
2.5.1-Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA foi utilizado o kit Wizard® Genomic DNA
Purification, seguindo as recomendacdes do fabricante. O DNA extraido foi
armazenado a 8°C para posterior realizacdo do PCR. Nessa etapa foram
realizados trés protocolos diferentes de extracéo, todos contendo os passos de
lise, precipitagdo proteica, precipitagcdo do DNA e reidratagdo do DNA. Em um
protocolo foi utilizada apenas lisozima, enquanto em outro utilizando a
proteinase k e em um terceiro, utilizando a lise combinada de ambos agentes.

De acordo com o agente de lise, também variaram outros elementos dos



protocolos, como tempo de acgao, temperatura, entre outros, que podem ser
verificados nos protocolos completos descritos no Anexo |.

Como controle positivo foi utilizado cultura de MAP K10 e cultura de
MAP K10 acrescida de agua a uma concentragdo final de 6,6x10°UFC/ml,
aferida por um aparelho espectrofotdmetro (Bio-tech ELx800, Winooski, EUA),
afim de verificar a possivel interferéncia dos componentes da agua de torneira
sob a extracdo do DNA. Todas as 20 amostras foram submetidas aos trés
protocolos diferentes de extragdao e ao PCR com o par de primers descrito.

Para extragdo de DNA das amostras de agua foi utilizado 1mL da
solucdo recuperada no processamento da amostra. A concentracdo de DNA
final foi aferida utilizando NanoDrop Lite spectrophotometer (Thermo Scientific,
Waltham, MA). As amostras de agua humana continham menos de 200 ng/uL e

as amostras de animais continam de 200 a 300 ng/uL

2.5.2- PCR

Para a realizagao da técnica de PCR foi utilizado o kit Go Tag® Green
Master Mix de acordo com as recomendacdes do fabricante, utilizando-se o par
de primers, e ISMav2/F e ISMav2/B2 (Tabela 2), que amplifica um fragmento
de 494pb. Cada reacao teve um volume final de 25ul, sendo 12.5ul de mix, 1l
de cada primer, 6.5ul agua nuclease free e 4ul de DNA extraido, e seguiu-se o
programa disponivel na Tabela 3. (Shin et al, 2004)

Para confirmar a identidade dos fragmentos amplificados, os amplicons
foram purificados e sequenciados em ambas as diregdes no Laboratério
Nacional Agropecuario (LANAGRO) de Minas Gerais, situado na cidade de
Pedro Leopoldo, de acordo com os protocolos de rotina da referida instituicao,
€ as sequéncias obtidas foram alinhadas, editadas e comparadas com outras
sequéncias depositadas no GenBank, utilizando o programa Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST)

Tabela 2-Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na deteccédo pela técnica de
PCR.

Oligonucleotideo Referéncia Sequéncia
ISMav2/F Shin et al. (2004) 5-GTGAGTTGTCCGCATCAGAT-3’
ISMav2/B2 5-GCATCAAAGAGCACCTCGAC-3
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Tabela 3- Programa de PCR utilizado na detecgdo de DNA de MAP das amostras de
agua

Referéncia Desnaturaga N°. de ciclos Ciclo Extensao final
o inicial
Shin et al. 94°C/4min 35 94°C/30s; 72°C/7min
(2004) 50°C/1min;
72°C/1min

2.6-Caracterizagdo das propriedades

As propriedades foram caracterizadas através da aplicagdo de um
questionario (Anexo Il) com o proprietario. Foram realizadas perguntas quanto
a caracteristicas do entrevistado e da propriedade e seus aspectos
econdmicos, produtivos, sanitarios, nutricionais e reprodutivos. Antes da
aplicacdo do questionario, foram esclarecidos os objetivos do estudo e
assinado o termo de consentimento livre e esclarecido, em duas vias, uma para
0 pesquisador e outra entregue ao entrevistado. Os questionarios foram
aplicados sempre pelo mesmo entrevistador, ao final dos procedimentos de

coleta de amostras.

2.7-Andlise estatistica

A analise dos dados do estudo foi iniciada com a construgdo de banco
de dados no programa Epi Info™ versdo 3.5.3 (CDC, 2011). A primeira etapa
da construgdo do banco de dados compreendeu a elaboragdo da
mascara/espelho do banco de dados. Posteriormente, foi realizada a
construcdo do banco de dados propriamente dita, com a insercao das
respostas de cada questionario no programa, cuidadosamente, conferindo apds
cada questionario. A seguir foi realizada analise univariada, das variaveis.

Os resultados encontrados para os diferentes protocolos de extragao
foram comparados estatisticamente pela ANOVA e pelo teste de Tukey

considerando p<0,05.



3-Resultados e discussao
Quatro localidades tiveram resultados positivos para o cultivo das
amostras de agua de consumo animal.(Figura 2), nos quais foram visualizados

bacilos alcool-acido resistentes (BAAR.) (figura 3)

Figura 2- Amostras de agua para consumo animal inoculadas em meio Herold com
gema de ovo Inoculadas com amstras de agua para consumo animal. A:, tubo sem
micobactina J. B e C tubos com micobactina J demonstrando crescimento tipico de
MAP:

Figura 3- Esfregaco de col6nias crescidas em meio Herold com gema de ovo, com
micobactina J, a partir de amostras de agua para consumo animal, corado com Ziehl
Neelsen, seta demonstrando clumpins de bacilos &alcool-acido resistentes (BAAR).
Aumento:1000x



Entre as amostras de agua para consumo humano nao foi verificado
crescimento de colbnias até o momento. Os tubos continuam em incubacéao
uma vez que podem demorar até 20 meses para crescer, segundo Shankar et
al (2010).

A PCR convencional foram encontrados resultados positivos para as
mesmas, quatro amostras de agua para consumo animal que demonstraram o
crescimento no cultivo microbiolégico e em uma quinta localidade, que n&o
demonstrou crescimento no meio de cultura. O ndo crescimento de colbnias
para essa quinta propriedade e para as amostras de agua para consumo
humano dessas cinco localidades pode ser devido a reduzida quantidade de
DNA nas amostras ou a formacao de estruturas “spore like”, o que dificultari o
crescimento de MAP em cultivo.

Para as amostras de consumo humano, foram encontrados resultados
positivos para 30%das amostras.

Das localidades, 40% que demonstraram resultados positivos a PCR e
ao cultivo das amostras de consumo animal, duas foram também positivas a
PCR das amostras de agua para consumo humano.

Devido a um acordo entre pesquisadores e proprietarios, a origem das
amostras ndo sera discutida. Apesar disso € interessante ressaltar que, para
uma determinada microrregido, as amostras coletadas de ambas as
propriedades amostradas demonstraram a presenga de MAP viavel, indicando
possivel contaminagdo de um manancial comum. Sugere-se portanto, a
investigacao da fonte de contaminacgao, para eliminagdo da mesma.

A propriedade que demonstrou resultados positivos apenas PCR das
amostras de agua de consumo animal, demonstrou o mesmo resultado para as
amostras de agua de consumo humano

Para a confirmacido desses resultados foi realizado o sequenciamento
genético, que resultou em graus de identidade entre os isolados e MAP k10
que variaram de 92 a 99%. Esses resultados sao compativeis com o agente,
em vista da alta especificidade do primer utilizado.

A identificacdo do agente em amostras de agua para consumo humano

e animal nas trés propriedades sugere que a contaminagdo da mesma se deu



em sua origem (manancial) ou em seu armazenamento, possivelmente pelas
fezes dos animais com a doenca, de forma direta ou indiretamente.

Com relagdo aos diferentes protocolos, apesar de terem sido
encontrados mais resultados positivos a extragcdo com Lisozima (22,5%)
quando comparada a proteinase k (10%) e a lise dos dois agentes combinados
(7,5%), ndo houve diferenga estatistica a p<0,05. Na literatura ndo se tem um
protocolo padréao estabelecido de extracdo de DNA de MAP em amostras de
agua, o que faz com que os pesquisadores utilizem diferentes metodologias e
agentes de lise dificultando a comparacao dos resultados. Especialmente para
MAP, o uso de um agente adequado para a lise das bactérias é importante, em
virtude da sua parede espessa e a capacidade e formacao de estruturas “spore
like”

A partir dos dados obtidos na aplicagdo do questionario, pdde-se
caracterizar as fazendas de uma forma geral, assim como comparar as
frequéncias das variaveis entre fazendas positivas e negativas para MAP.
Dessa forma, sera apresentado o perfil geral das variaveis, seguido da
discussao dos resultados daquelas que apresentaram resultados diferenciados
quando comparados casos e controles e sao de relevancia do ponto de vista do
ciclo do agente.

A analise de frequéncia considerando-se a deteccao de MAP (PCR e
cultivo) nas amostras de agua para consumo animal (Tabelas 4 a 8) e os
resultados para as amostras de consumo humano (Tabelas 9 a 12.).

Segundo os dados descritos, o perfil geral das propriedades
pesquisadas foi de produtores com mais de trés anos de experiéncia criando
caprinos, com escolaridade até nivel médio, e ndo associado a cooperativa. As
propriedades sédo de até 100ha, cuja utilizacdo para a criagdo dos animais nao

ultrapassa 20% da area, compartilhando o local com outras espécies animais.



Tabela 4- Variaveis relacionadas a propriedade e entrevistado segundo positividade
para MAP em amostras de agua para consumo animal

Variaveis Total n=10 Positivos Negativos
(%) (%)

Caprinocultura como atividade principal

Sim 5 (50) 2(40) 3 (60)

Nao 5 (50) 3(60) 2(40)

Ha quanto tempo trabalha com caprinos

Ha mais de 3 anos 9 (90) 4(80) 5(100)

Menos de 3 anos 1(10) 1(20) 0 (0,0)

Associado a cooperativa

Sim 3 (30) 1 (20) 2 (40)

Nao 7 (70) 4(80) 3(60)

Escolaridade do entrevistado

Até nivel médio 6 (60) 4(80) 2 (40)

Superior completo ou incompleto 4 (40) 1(20) 3(60)

Tamanho da propriedade

Até 100ha 8 (80) 3 (60) 5(100)

Acima de 100ha 2(20) 2 (40) 0 (0,0)

Area utilizada para caprinocultura (%)

Até 20% 7 (70) 5(100) 2 (40)

Acima de 20% 3 (30) 0 (0,0) 3(60)

Energia elétrica

Sim 10 (100) 5(100) 5(100)

Nao 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Ha outras espécies

Sim 10 (100) 5(100) 5(100)

Nao 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Presenca de bovinos

Sim 4 (40) 3 (60) 1 (20)

Nao 6 (60) 2 (40) 4 (80)

Presenca de ovinos

Sim 3 (30) 2 (40) 1 (20)

Nao 7 (70) 3(60) 4 (80)

Presenga de caes

Sim 8 (80) 4 (80) 4 (80)

Nao 2 (20) 1 (20) 1 (20)

Presenca de equinos

Sim 7 (70) 3 (60) 4 (80)

Nao 3 (30) 2 (40 1 (20

Presenca de galinhas e/ou patos

Sim 7 (70) 3 (60) 4 (80)

Nao 3 (30) 2 (40) 1 (20)

Os dados da Tabela 4 demonstram do ponto de vista geral que 90% dos
proprietarios trabalham com caprinocultura ha mais de trés anos, sendo que

isso corresponde a 80% das propriedades positivas e 100% das negativas.



A caprinocultura foi considerada atividade principal pela metade dos
entrevistados. Outras atividades concomitantes observadas eram a producéo
de cachaca, de café e de leite de vaca. Este dado revela a expansao da
caprinocultura leiteira na Zona da Mata de Minas Gerais, visto que muitos
proprietarios tém como principal ou unica fonte de renda esta atividade.

Houve predominancia de pequenas propriedades: 80% tinham menos de
100 hectares (em média, 10,03 hectares).

Quanto a distribuicdo das variaveis relacionadas a propriedade e ao
entrevistado podemos notar que a maioria segue uma distribuicdo semelhante
quando comparadas fazendas positivas e negativas para MAP em agua para
consumo animal. Excetua-se a escolaridade do entrevistado, a percentagem da
area utilizada para a caprinocultura e a presenga de bovinos.

Sobre a escolaridade do entrevistado, nota-se que 60% dos
entrevistados possuiam apenas até o ensino médio, sendo que entre as
fazendas onde ha MAP 80%, dos entrevistados possui apenas até nivel médio,
enquanto entre as fazendas negativas 60% dos entrevistados possui nivel
superior completo ou incompleto. Nesse ponto, pode-se inferir que o maior
nivel de escolaridade estaria associado a praticas de manejo adequadas, em
vista do maior esclarecimento dos individuos. Todos os entrevistados tinham
pelo menos ensino fundamental completo e 40% iniciaram seus estudos no
ensino superior, tendo sido concluido por 30%.

Das propriedades, 40% possuiam bovinos, estando em 60% das
fazendas positivas, enquanto apenas 20% das fazendas positivas possui
criacdo consorciada de bovinos. Nesse ponto a presenca desses animais
poderia influenciar na deteccao de MAP na agua, uma vez que esses também
podem se infectar com o agente, eliminando a bactéria em suas fezes,

contaminando o solo e as fontes de agua.



Tabela 5- Variaveis econOmicas e produtivas segundo positividade para MAP em
amostras de agua para consumo animal

Variaveis Total n=10  Positivos (%) Negativos(%)
Tipo de exploragao

Leite 10 (100) 5 (100) 5 (100)
Carne 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Regime de criagao

Confinamento 10 (100) 5 (100) 5 (100)
Extensivo 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Numero total de animais

acima de 200 6 (60) 4 (80) 2 (40)
até 200 4 (40) 1 (20) 3 (60)
Fémeas adultas

Até 150 6 (60) 3 (60) 3 (60)
Acima de 150 4 (40) 2 (40) 2 (40)
Machos adultos

Atéb 7 (70) 3 (60) 4 (80)
Mais que 5 3 (30) 2 (40) 1 (20)
Empregados na propriedade

Mais que 3 3 (30) 2 (40) 1 (20)
Menos que 3 7 (70) 3 (60) 4 (80)
Animais identificados

Sim 9 (90) 5 (100) 4 (80)
Nao 1(10) 0 (0,0) 1 (20)
Racga

Saneen 5 (50) 2 (40) 3(60)
Pardo Alpino 1(10) 0(0,0) 1(20)
Mesticos 4 (40) 3 (60) 1(20)
Instalagao

Piso suspenso ripado 8 (80) 4 (80) 4 (80)
Uso de cama 2 (20) 1 (20) 1 (20)
Animais nascidos em um ano

Acima de 80 6 (60) 4 (80) 2 (40)
Até 80 4 (40) 1 (20) 3 (60)
Animais mortos em um ano

Até 5% 6 (60) 2 (40) 4 (80)
Acima de 5% 4 (40) 3 (60) 1 (20)
Presenca de tanque de resfriamento

Sim 9 (90) 5 (100) 4 (80)
Nao 1(10) 0(0,0) 1 (20)
Animais em lactagéao (%)

Acima de 40 7 (70) 4 (80) 3 (60)
Abaixo de 40 3 (30) 1 (20) 2 (40)
Periodo de lactagao

Até 300 dias 5 (50) 4 (80) 1 (20)
Acima de 300 dias 5 (50) 1 (20) 4 (80)
Producéo diaria de leite

Até 100 5 (50) 3 (60) 2 (40)
De 100 a 150 2 (20) 1(20) 1 (20)
Acima de 150 3 (30) 1(20) 2 (40)
Produgdo média por animal

2 6 (60) 2 (40) 4 (80)
3 2 (40) 1 (20) 1 (20)

4 2 (40) 2 (40) 0 (0,0)




De o perfil geral das propriedades segundo os aspectos econdmicos e
produtivos foi principalmente de propriedade produtoras de caprinos leiteiros
sob regime de confinamento, com mais de 200 animais, sendo o total de
fémeas adultas de até 150 animais e mais de 5 machos. O numero de
empregados nas propriedades geralmente n&o ultrapassou 3 individuos, sendo
os animais identificados, principalmente da ragca Saanen, criados em piso
suspenso ripado, havendo o nascimento de mais de 80 animais e mais de 5%
dos animais mortos no periodo de um ano. As propriedades de uma forma
geral possuiam tanque de resfriamento, e mais de 40% das fémeas em
lactagdo, com producao de cerca de 2 litros por animal por dia e de até 100
litros de leite diariamente na fazenda.

Sobre os aspectos econdmicos e produtivos das propriedades nota-se
que a distribuicao é diferente quando considerado o numero total de animais
numero de animais nascidos em um ano, a raga, o periodo de lactacdo e a
producao média por animal em um dia (Tabela 5)

Quanto ao numero de animais, 60% das fazendas pesquisadas
apresentam um rebanho de pelo menos 200 animais, ja quanto A presenca de
MAP em agua de consumo animal, 80% das fazendas positivas possui numero
de animais maior que 200, enquanto apenas 40% das fazendas negativas
possui esse numero de animais. Com relacdo ao MAP, que é um agente
infectocontagioso, a maior densidade populacional pode facilitar a sua
transmissao e dificultar o controle, ja que o grau de contaminagéo e o contato
entre os animais se torna mais intenso. Isso poderia explicar essa distribui¢ao,
configurando um potencial fator de risco para MAP em amostras de agua. O
mesmo vale para o numero de animais nascidos em um ano.

Quanto a raca, apenas 40% das fazendas criam animais mesticos, 50%
criam animais da raga Saanem e outros 10% criam somente animais da raga
Pardo Alpino. Em detalhe, 60% das fazendas positivas utiliza animais mesticos
e 80% das fazendas negativas utilizam, animais da ragca Saneen ou Pardo
Alpino. Se for inferido que a utilizagdo de animais mestigos estiver associada a

compra de animais de diferentes origens enquanto a utilizagdo de animais de



apenas uma raca indicar a compra de animais de menos localidades, a
positividade poderia estar associada ao trafego mais intenso de animais, de
diferentes localidades, que resulta muitas vezes na inser¢cado de patégenos nos
rebanhos, sugerindo também um possivel fator de risco para MAP em
amostras de agua.

Em cada propriedade havia entre 47 e 550 animais, com média de 165 e
mediana de 134,5 animais, em uma distribuicdo amodal. De acordo com o
Censo Agropecuario de 2006 (IBGE, 2006), existem, em média, 15,66 animais
em cada estabelecimento criador de caprinos da Regido Sudeste. Entretanto,
neste estudo a média foi superior, pois foram considerados apenas rebanhos
de produgdo comercial, € no Censo sdo considerados todos os
estabelecimentos que criam caprinos, com ou sem fins de produgdo e/ou
cComeércio.

Havia, em média, 60,4 cabras em lactacdo em cada propriedade. A
mediana deste dado foi de 54,5 animais em lactacdo. A média geral de
producao de leite foi de 140,25 litros por dia e 2,55 litros por animal por dia.

De acordo com as variaveis sanitarias, o perfil geral das propriedades foi
de 2 ordenhas diarias, realizagdo do consumo do leite produzido na propria
fazendo, fervido, com presenga de sala de ordenha, geralmente mecanica, com
realizacdo de higiene antes e depois do procedimento. A fonte de agua dos
locais foi principalmente poco, realizando a limpeza dos bebedouros pelo
menos uma vez por semana, nao praticando a vacinacdo dos animais, mas
realizando a vermifugag¢ao de forma oral, e tendo a linfadenite caseoasa como
principal problema sanitario. A separagao dos animais doentes, cura do
umbigo, limpeza e desinfeccdo das instalagdes, destinacdo dos estercos ao
capinzal ou milharal também eram praticas recorrentes entre as propriedades,

assim como o enterro dos animais mortos.



Tabela 6- Variaveis sanitarias segundo positividade para MAP em amostras de agua

para consumo animal

Variaveis Total n=5  Positivos (%) Negativos (%

Ordenhas por dia

2 10 (100) 5 (100) 5 (100)

O leite é consumido em casa

Sim 9 (90) 4 (80) 5 (100)

Nao 1(10) 1 (20) 0 (0,0)

Realiza a fervura para consumo

Sim 7(77,77) 3 (75) 4 (80)

Nao 2 (22,22) 1 (25) 1 (20)

Sala de ordenha

Sim 9 (90) 5(100) 4 (80)

Nao 1(10) 0 (0,0) 1 (20)

Ordenha mecénica

Sim 7 (70) 4 (80) 3 (60)

Nao 3 (30) 1 (20) 2 (40)

Higiene na ordenha (pré e pos dipping)

Sim 8 (80) 5 (100) 3 (60)

Nao 2 (20) 0 (0,0) 2 (40)

Fonte da agua utilizada para consumo dos animais e

humanos

Poco 5 (50) 3 (60) 2 (40)

Nascente (“mina”) 3 (30) 2 (40) 1 (20)

Abastecimento publico 2 (20) 0 (0,0) 2(20)

Limpeza dos bebebouros

Ao menos uma vez por semana 7 (70) 3 (60) 4 (80)

Menos de uma vez por semana 3 (30) 2 (40) 1 (20)

Realiza vacinagéo

Sim 4 (40) 3 (60) 1 (20)

Nao 6 (60) 2 (40) 4 (80)

Realiza vermifugagao

Via oral 9 (90) 5(100) 4 (80)

Via injetavel 1(10) 0 (0,0) 1 (20)

Problemas sanitarios

Linfadenite: Sim 7 (70) 3 (60) 4 (80)
N&o 3 (30) 2 (40) 1 (20)

Mastite: Sim 3 (30) 2 (40) 1 (20)
Nao 7 (70) 3 (60) 4 (80)

Area de isolamento dos animais doentes

Sim 7 (70) 3 (60) 4 (80)

Nao 3 (30) 2 (40) 1 (20)

Realiza cura do umbigo ao nascimento

Sim 9 (90) 4 (80) 5 (100)

Nao 1(10) 1 (20) 0 (0,0)

Limpeza e desinfecgao das instalagoes

Sim 8 (80) 3 (60) 5 (100)

Nao 2 (20) 2 (40) 0 (0,0)

Destino dos estercos

Capinzal ou milharal 8 (80) 4 (80) 4 (80)

Plantagao de café 2 (20) 1 (20) 1 (20)

Descarte de animais mortos

Enterra 8 (80) 3 (60) 5 (100)

Outro 2 (20) 2 (40) 0 (0,0)




Sobre os aspectos sanitarios (Tabela 6) pode-se perceber que, quanto a
fonte de abastecimento de agua das localidades, apenas 20% possuiam
abastecimento publico com fornecimento de agua tratada, das demais, 50%
utilizam agua de pogo artesiano ou semi-artesiano e 30% utilizam agua de
nascentes. A fonte de abastecimento de agua difere ainda, entre fazendas
positivas e negativas. Somente utilizam abastecimento publico fazendas
negativas, enquanto a maioria das fazendas positivas utiliza pogo como fonte
de agua. Nesse ponto vale ressaltar que MAP nao foi detectado na agua
tratada, o que ja era um resultado esperado, ja que esta passa por processos
que visam a remogado de micro-organismo s patogénicos. Outro ponto que
contribuiria para a detecgdo do agente em amostras de agua provenientes de
poco ou nascente € a contaminagcdo dessa agua com fezes dos animais
infectados, que contaminam o solo e a agua, que nao passa por nenhum
tratamento antes de ser consumida. (Pickup et al, 2006)

Os animais eram identificados individualmente em nove propriedades,
de diversas maneiras: apenas com coleiras (44,44%), apenas com brincos
(11,11%), apenas com tatuagem (22,22%) ou com tatuagem e coleira
(22,22%). A identificacao individual dos animais é importante para o controle
zootécnico e sanitario dos animais. Com estes controles, € possivel ter o
historico de doengas de cada animal e o seu desempenho produtivo e
reprodutivo.

A taxa de mortalidade entre os animais adultos variou bastante. Um
dado importante € que 30% das propriedades perdiam pelo menos 5% dos
seus animais adultos ao ano, o que é considerado uma taxa elevada. Este
valor pode ser devido a erros de manejo no que se refere ao controle e
prevencao de doencgas.

Outro dado relacionado aos aspectos sanitarios descrito na Tabela 6 € o
consumo do leite produzido nas prépria propriedade, sendo que 90% das
localidades realiza a pratica e desses, apenas 77,7% fazem a fervura do leite
para o consumo e o restante consome cru. Diante do potencial zoonético nao
esclarecido de MAP, essa € uma pratica desaconselhavel, que favoreceria a

contaminagao pelo agente.
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Tabela 7- variaveis nutricionais segundo positividade para MAP em amostras de agua
para consumo animal

Variaveis Total n=10 Positivos Negativos
Realiza secagem dos animais

Sim 10 (100) 5 (100) 5 (100)
Nao 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Produz ou compra os alimentos

Produz 3 (30) 0(0,0) 3 (60)
Produz e compra 7 (70) 5 (100) 2 (40)
Aleitamento dos filhotes

Leite de cabra 5 (50) 3 (60) 2 (40)
Leite de vaca 5 (50) 2 (40) 3 (60)
Aleitamento dos filhotes

Atrtificial 100 (100) 5 (100) 5 (100)
Colostro tratado

Sim 5 (50) 2 (40) 3 (60)
Nao 5 (50) 3 (60) 2 (40)

Do ponto de vista geral as fazendas realizavam a secagem dos animais,
a producado e compra dos alimentos e aleitamento dos neonatos de maneira
artificial. (Tabela 7). Além disso, nota-se que70% das localidades realizam a
compra e a producao dos alimentos fornecidos para os animais na propriedade,
das fazendas negativas 60% produzem seu alimento, enquanto as fazendas
positivas produzem e compram o alimento fornecido aos animais. O capinzal
ou milharal dessas propriedades ¢é irrigado com a mesma agua utilizada para
consumo humano e animal nessas propriedades nas quais o agente foi
detectado. Ja que MAP é um agente resistente a condigdes de estresse, os
alimentos podem ser contaminados pela agua contendo MAP e infectar animais
durante o consumo desse milho ou capim. Porém, o alimento comprado
também pode servir como veiculo de MAP e outros agentes, inserindo os
mesmos nos rebanhos.

Ja o aleitamento dos neonatos é realizado em 70% das propriedades
com leite de vaca, apesar disso, 60% das as fazendas positivas utilizam leite
de cabra, e o inverso ocorre entre as fazendas negativas Além disso, a maior
parte das fazendas positivas nao trata o colostro, enquanto 60%das fazendas

negativas realiza algum tipo de tratamento. O n&o tratamento térmico do
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colostro pode ser um fator que influenciaria a ocorréncia de MAP na agua para
consumo dos animais, pois caso contaminado, seria fonte de infeccdo para
novos animais que, consequentemente, contaminariam a agua através das

fezes contendo o agente. (Costa et al, 2010)

Tabela 8- Variaveis reprodutivas segundo positividade para MAP em amostras de
agua para consumo animal

Variaveis Total n=10 Positivos(%) Negativos (%)
Utilizacao de inseminagao

Sim 3 (30) 2 (40) 1 (20)

Nao 7 (70) 3 (60) 4 (80)
Separacao dos animais perto do parto

Sim 4 (40) 3 (60) 1 (20)

Nao 6 (60) 2 (40) 4(80)

Quanto aos aspectos reprodutivos (Tabela 8), nota-se que 60% das
propriedades nao realizam a pratica da separacdo dos animais perto do parto,
porém, uma pequena diferenca com relagao as fazendas negativas e positivas
ocorre: em 60% das propriedades onde se detectou o agente nas amostras de
agua para consumo animal, é realizada a separagdo dos animais proximo ao
parto, enquanto 80% das propriedades que foram negativas ndo realiza o
procedimento. A partir disso pode-se sugerir que a area de paricdo desses
animais pode estar contaminada com MAP e servindo de via de transmissao do
agente, podendo infectar novos animais que irdo contaminar novamente o solo,
a agua e novos animais, estabelecendo assim um ciclo.

Ja a anadlise univariada considerando-se a ocorréncia de MAP nas
amostras de agua para consumo humano resultou na distribuicdo apresentada
nas tabelas 9 a 13. Observa-se que, apesar de 50% das propriedades
apresentarem a caprinocultura como atividade principal, 66,6% das fazendas
positivas nao tem a caprinocultura como atividade principal, e o inverso ocorre
com as fazendas onde o agente nao foi identificado. Nao sendo a atividades
principal do proprietario, a atengcdo dada ao manejo sanitario pode ser menor,
resultando na ocorréncia de doengas infectocontagiosas como a

paratuberculose.Quanto a escolaridade, a distribuicdo segue a mesma
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tendéncia encontrada com mostras de agua para consumo animal, que é de

menor escolaridade nas propriedades positivas. (Tabelas 5 e 9)

A presencga de equinos € outra variavel relacionada a propriedade

que demonstra uma distribuicdo diferenciada entre propriedade positivas para

MAP em agua para consumo humano. No total, 70% das fazendas possuem o

animal, enquanto 6 (85,7)% das fazendas negativas possuem o equinos,

enquanto apenas 1 (33,3)% das positivas tem o animal. Essa mesma

distribuicdo ocorre para presencga de galinhas e/ou patos nas propriedades

Tabela 9- Variaveis relacionadas a propriedade e ao entrevistado segundo positividade
para MAP em amostras de agua para consumo humano

Variaveis Total n=5 Positivos (%) Negativo (%)
Caprinocultura como atividade principal

Sim 5 (50) 1(33,3) 4 (57,2)
Nao 5 (50) 2 (66,6) 3 (42,8)
Ha quanto tempo trabalha com caprinos

Menos de 3 anos 1(10) 1(33,3) 0(0,0)
Ha mais de 3 anos 9 (90) 2 (66,6) 7 (100)
Associado a cooperativa

Sim 7 (70) 3 (100) 4 (57,2)
Nao 3 (30) 0 (0,0) 3 (42,8)
Escolaridade do entrevistado

Até nivel médio 6 (60) 3 (100) 3 (42,8)
Superior completo ou incompleto 4 (40) 0 (0,0) 4 (57,2)
Tamanho da propriedade

Até 100ha 9 (90) 3 (100) 6 (85,7)
Acima de 100ha 1(10) 0 (0,0) 1(14,3)
Area utilizada para caprinocultura (%)

Até 20% 7 (70) 3 (100) 4 (57,2)
Acima de 20% 3 (30) 0(0,0) 3 (42,8)
Energia elétrica

Sim 10 (100) 3 (100) 7 (100)
Nao 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Ha outras espécies

Sim 10 (100) 3 (100) 7 (100)
Nao 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
Presenca de bovinos

Sim 6 (60) 2 (66,6) 4 (57,2)
Nao 4 (40) 1(1 (33,3) 3 (42,8)
Presenca de ovinos

Sim 3 (30) 1(33,3) 2 (28,6)
Nao 7 (70) 2 (66,6) 5(5 (71,4)
Presenga de caes

Sim 8 (80) 2 (66,6) 6 (85,7)
Nao 2 (20) 1(1 (33,3) 1(14,3)
Presenca de equinos

Sim 7 (70) 1(33,3) 6 (85,7)
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Nao 3 (30) 2 (66,6) 1(14,3)
Presenca de galinhas e/ou patos

Sim 7 (70) 1(33,3) 6 (85,7)
Nao 3 (30) 2 (66,6) 1(14,3)

Tabela 10- Variaveis econbmicas e produtivas segundo positividade para MAP em
amostras de agua para consumo humano

Variaveis Total n=10 Positivo (%) Negativo (%)
Tipo de exploragao

Leite 10 (100) 3 (100) 7(100)
Carne 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Regime de criagao

Confinamento 10 (100) 3 (100) 7(100
Numero total de animais

acima de 200 6 2 (66,6) 4 (57,2)
até 200 4 1(33,3) 3 (42,8)
Fémeas adultas

Até 150 9 (90) 2 (66,6) 7(100)
Acima de 150 1(10) 1(33,3) 0 (0,0)
Machos adultos

Atéb 5 (50) 2 (66,6) 3 (42,8)
Mais que 5 5 (50) 1(33,3) 4 (57,2)
Empregados na propriedade

Mais que 3 3 (30) 1(33,3) (28,6)
Menos que 3 7 (70) 2 (66,6) 5(71,4)
Animais identificados

Sim 9 (90) 3 (100) 6 (85,7)
Nao 1(10) 0 (0,0) 1(14,3)
Racga

Saneen 5 (50) 1(33,3) 4 (57,2)
Pardo Alpino 1(10) 0(0,0) 1(14,3)
Outro 4 (40) 2 (66,6) 2 (28,6)
Instalagao

Piso suspenso ripado 8 (80) 2 (66,6) 6 (85,7)
Uso de cama 2 (20) 1(33,3) 1(14,3)
Animais nascidos em um ano

Acima de 80 4 (40) 2 (66,6) 2 (28,6)
Até 80 6 (60) 1(33,3) 5(71,4)
Animais mortos em um ano

Até 5% 6 (60) 2 (66,6) 4 (57,2)
Acima de 5% 4 (40) 1(33,3) 3 (42,8)
Presenca de tanque de resfriamento

Sim 9 (90) 3 (100) 6 (85,7)
Nao 1(10) 0 (0,0) 1(14,3)
Animais em lactagéao (%)

Acima de 40 7 (70) 2 (66,6) 5(71,4)
Abaixo de 40 3 (30) 1(33,3) 2 (28,
Periodo de lactacido

Até 300 dias 5 (50) 2 (66,6) 3 (42,8)
Acima de 300 dias 5 (50) 1(33,3) 4 (57,2)
Producéo diaria de leite

Até 100 5 (50) 2 (66,6) 3 (42,8)
De 100 a 150 3 (30) 1(33,3) 2 (28,6)
Acima de 150 2 (20) 0 (0,0) 2 (28,6)
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Produgdo média por animal

2 6 (60) 2 (66,6) 4 (57,2)
3 2 (20) 1(33,3) 1(14,3)
4 2 (20) 0 2 (28,6)

Com relagao as variaveis econdmicas e produtivas dispostas na tabela

10, verifica-se que 50% das fazendas possuem um o numero de machos
adultos de pelo menos 5 animais, apesar disso, 57,2% das propriedades
negativas possuem mais de 5 animais e em apenas 33,3% das positivas isso
ocorre. Possuindo um numero de animais maior, a probabilidade de uma fémea
ser coberta por um macho infectado é reduzida, quando comparada a
propriedade com menos animais, no caso do uso de monta natural.
Ja com relacao a distribuicao das frequéncias das ragas, do numero de animais
nascidos e do numero de dias em lactacdo a tendéncia € a mesma que ocorre
para as fazendas positivas para o agente na agua para consumo
animal.(tabelas 6 e 10).

Com relagao aos aspectos sanitarios (Tabela 11) a maioria das variaveis
apresentam distribuicdo semelhante entre propriedades positivas e negativas.
Com relacao a limpeza dos bebedouros, verifica-se que 70% das propriedades
realizam ao menos uma limpeza dos bebedouros por semana, as limpezas
tendem a ser menos frequentes entre as fazendas positivas, onde 66,6% das
propriedades realizam a limpeza com uma frequéncia menor que 1 vez por
seman, enquanto 85,7% da propriedades negativas realizam ao menos 1
limpeza por semana. Isso seria um ponto que poderia favorecer a deteccao do
agente na agua. Além disso, a limpeza e desinfec¢ao das instalagbes deixa de
ser realizada entre as fazendas positivas, sendo que em 66,6% dessas, o
procedimento é realizado e em 100% das negativas a pratica € realizada. De
uma forma geral, a limpeza é feita em 80% das localidades.

Quanto ao descarte de animais mortos, 80% das propriedades
pesquisadas realizam o enterro de animais, sendo que 100% das fazendas
negativas para MAP em agua de consumo humano realizam o procedimento e
apenas 66,6% das positivas dao esse destino aos animais mortos. O descarte
inadequado das carcagas de animais mortos certamente ira facilitar a

proliferagdo de agentes patogénicos.
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Tabela 11- Variaveis sanitarias segundo positividade para MAP em amostras de agua
para consumo humano

Variaveis Total n=10 Positivos Negativos (%)
(%)

Ordenhas por dia

2 10 (100) 100 100

O leite é consumido em casa

Sim 9 (90) 2 (66,6) 7 (100)

Nao 1(10) 1(33,3) 0(0,0)

Realiza a fervura para consumo

Sim 7 (77,77) 1(50) 6 (85,7)

Nao 2 (22,22) 1(50) 1(14,3)

Sala de ordenha

Sim 9 (90) 3 (100) 6 (85,7)

Nao 1(10) 0(0,0) 1(14,3)

Ordenha mecanica

Sim 6 (60) 2 (66,6) 4 (57,2)

Nao 4 (40) 1(33,3) 3 (42,8)

Higiene na ordenha (pré e pés dipping)

Sim 8 (80) 3 (100) 5(71,4)

Nao 2 (20) 0(0,0) 2 (28,6)

Fonte da agua utilizada para consumo
dos animais e humanos

Pogo (raso) 5 (50) 2 (66,6) 3 (42,8)

Nascente (“mina”) 3 (30) 1(33,3) 2 (28,6)

Abastecimento publico 2 (20) 0 2 (28,6)

Limpeza dos bebebouros

Ao menos uma vez por semana 7 (70) 1(33,3) 6 (85,7)

Menos de uma vez por semana 3 (30) 2 (66,6) 1(14,3)

Realiza vacinagéo

Sim 4 (40) 1(33,3) 3 (42,8)

Nao 6 (60) 2 (66,6) 4 (57,2)

Realiza vermifugagao

Via oral 9 (90) 3 (100) 6 (85,7)

Via injetavel 1(10) 0 (0,0) 1(14,3)

Problemas sanitarios

Linfadenite:  Sim 7 (70) 1(33,3) 6 (85,7)
N&o 3 (30) 2 (66,6) 1(14,3)

Mastite: Sim 3 (30) 1(33,3) 2 (28,6)
N&o 7 (70) 2 (66,6) 5(71,4)

Area de isolamento dos animais doentes

Sim 7 (70) 2 (66,6) 5(71,4)

Nao 3 (30) 1(33,3) 2 (28,6)

Realiza cura do umbigo ao nascimento

Sim 9 (90) 2 (66,6) 7 (100)

Nao 1(10) 1(33,3) 0 (0,0)

Limpeza e desinfecgao das instalagoes

Sim 8 (80) 1(33,3) 7(100)

Nao 2 (20) 2 (66,6) 0 (0,0)

Destino dos estercos

Capinzal ou milharal 8 (80) 2 (66,6) 6 (85,7)

Plantagao de café 2 (20) 1(33,3) 1(14,3)

Descarte de animais mortos

Enterra 8 (80) 1(33,3) 7 (100)

Outro 2 (20) 2 (66,6) 0 (0,0)




Tabela 12 Variaveis nutricionais segundo positividade para MAP em amostras de agua
para consumo humano

Variaveis Total n=10 Positiva (%) Negativo (%)
Realiza secagem dos animais

Sim 10 (100) 3 (100) 7(100)
Produz ou compra os alimentos

Produz 2 (20) 0(0,0) 2 (28,6)
Produz e compra 8 (80) 3 (100]) 5(71,4)
Aleitamento dos filhotes

Leite de cabra 5 (50) 3(100) 2 (28,6)
Leite de vaca 5 (50) 0 (0,0) 5(71,4)
Aleitamento dos filhotes

Atrtificial 10 (100) 3 (100) 7 (100)
Colostro tratado

Sim 1(10) 1(33,3) 4 (57,2)
Nao 2 (20) 2 (66,6) 3 (42,8)

Quanto aos aspectos nutricionais (Tabela 12) a distribuicdo entre
propriedades positivas e negativas € semelhante ao verificado para as
fazendas positivas para MAP em agua para consumo animal (tabelas 8 e 12),
excetuando-se o aleitamento dos filhotes, que é realizado com leite de cabra
nas propriedades positivas e principalmente com leite de vaca (71,4) em
propriedades negativas. Também a distribuicdo da variavel colostro tratado &
diferenciada, sendo que duas (66,6%) das fazendas positivas néo realiza
tratamento e quatro (57,2%) das negativas realiza. Esse ponto merece
destaque quando considerada a presenca de MAP nas amostras, pois o
colostro € umas das principais formas que os animais se tornam infectados, e
infectados serdo responsaveis pela contaminagao do solo, da agua e de outros
animais.

Tabela 13 Variaveis reprodutivas segundo positividade para MAP em amostras de
agua para consumo humano

Variaveis Total Proporcéao Proporcéao
n=10 (%) (%)

Utilizacao de inseminagao

Sim 3 (30) 1(33,3) 2 (28,6)

Nao 7 (70) 2 (66,6) 5(71,4)

Separagao dos animais perto do parto

Sim 4 (40 2 (66,6) 2 (28,6)

Nao 6 (60) 1(33,3) 5(71,4)
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Quanto a separagéao perto do parto ocorre a mesma distribuicdo descrita
segundo a positividade para MAP em amostras de agua para consumo animal.
(Tabelas 9 e 13)

A analise univariada aponta possiveis fatores de risco, que se
destacaram. Para a confirmacdo desses fatores € necessaria a realizacado de
um estudo epidemiologico do tipo transversal ou caso-controle avaliando o
status de exposi¢cao dos animais das propriedades para as mesmas variaveis.

Os resultados da PCR e cultivo microbiolégico indicam o papel da agua
na manutencao do agente nos rebanhos como via de transmissao da bactéria.
Além disso, a presenga do agente nos rebanhos, a identificagdo de MAP em
agua parece ser uma ferramenta de diagndstico eficiente, na predi¢ao do status
do rebanho, visto que a presenca do agente em sangue e fezes foi levantada
por um estudo paralelo realizado simultaneamente pela mesma equipe de
pesquisas, nos mesmos rebanhos e animais positivos ndo foram identificados
em todas as propriedades em que houve a presenga do agente na agua. Isso
provavelmente ocorre, pois o agente é resistente ao ambiente, podendo
sobreviver a condigcdes de estresse, como em ambientes aquaticos. Essas
caracteristicas permitem que o uso desse tipo de amostra identifique se ha ou
nao circulagado do agente com mais eficiéncia do que a detecgdo em fezes ou
leite, pois a presencga na agua nao € dependente da eliminacéo intermitente do
agente,. Isso quer dizer que caso o animal com paratuberculose contamine a
agua, o agente pode ser detectado na mesma durante um longo periodo, no
qual o agente pode ndo estar mais sendo eliminado nas fezes dos animais.

As fezes, sangue, leite ou outro espécime contaminado com o agente
irdo contaminar o solo e os cursos d’agua podendo, dessa forma, contaminar
humanos através da ingestdo de agua e outros produtos contaminados, e a
identificacdo do agente nesse estudo, através de PCR em amostras de agua
para consumo humano apenas reforgam essa hipotese.

Com relagao a estabelecimentos criadores de caprinos leiteiros, a
contaminagao de MAP no rebanho é ainda mais dificil de ser detectada, ja que

0s animais doentes nao demonstram sinais clinicos do agravo ou o0s



demonstram de forma branda, levando ao proprietario a nao investigar o
patdgeno entre seus animais e muito menos em amostras de agua.

Apesar da agua ser uma forma importante de disseminagédo de agentes
infecciosos, a pesquisa de patdégenos em propriedades pecuaristas nédo é
comum e os tal importancia parece nédo ser compreendida, sendo a agua
muitas vezes entendida como inécua.

Esse é o primeiro relato sobre a presenca de MAP viavel em amostras
de agua para consumo animal em fazendas de caprinos leiteiros. Também se
trata da primeira identificacdo do agente em amostras de agua para consumo

humano.

4- Conclusao

e MAP foi identificado em amostras de agua para consumo humano
e animal em propriedade de caprinocultura leiteira da Zona da
Mata Mineira.

e A analise univariada aponta possiveis fatores de risco, que se
destacaram na analise univariada, como 0 maior numero de
animais nascidos em um ano e a maior densidade populacional
dos rebanhos. Para a confirmacgao desses fatores € necessaria a
realizacdo de um estudo epidemiolégico do tipo transversal ou
caso-controle avaliando o status de exposigdo dos animais das

propriedades para as mesmas variaveis.
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ANEXO | Protocolos de Extracao de DNA

Protocolos de Extracdo de DNA utilizados.

Extracdo de DNA utilizando lisozima:

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 2 minutos

Descarte o sobrenadante

Ressuspender o pellet em 480microlitros de EDTA (mM)
Adicionar 120 microlitros de solugéo litica (lisozima)

Incubar por 30-60 minutos a 37°C

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 2 minutos

Descarte o sobrenadante

Lise células: adicione 600 microlitros de solugao de lise nuclear.
Pipete gentilmente para misturar

Incube por 5 minutos a 80°C e entdo resfrie a temperatura
ambiente

Adicione 3 microlitros de solucdo de RNAse e incube a 37°C por
15 a 60 minutos e entao resfrie a temperatura ambiente
Precipitacdo protéica: adicione 200microlitros de solugdo de
precipitacao proteica. Vortexar rapidamente

Incubar em gelo por 5 minutos

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 3 minutos

Transfira o sobrenadante para um novo tubo contendo
600microlitros de isopropanol. Misture.

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 2 minutos

Descarte o sobrenadante

Adicione 600 microlitros de etanol gelado

Aspire o sobrenadante

Descarte o sobrenadante

Adicione 600 microlitros de etanol gelado

Aspire o sobrenadante

Deixe secar ao ar por 15 minutos



Reidrate o pellet com 100microlitros de solugao de reidratagao de
DNA por 1hora a 65°Cou a 4C overnight.

Extracdo de DNA utilizando proteinase K:

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 2 minutos

Descarte o sobrenadante

Adicione 40microlitros de proteinase K e 360microlitros de
solugdo de lise nuclear

Incubar a 55°C overnight

Incubar por 95°C por 10 minutos para parada da reacao

Adicione 200microlitros de solugdo de precipitagcdo protéica.
Vortexar rapidamente.

Incubar em gelo por 15 minutos

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 3 minutos

Transfira o sobrenadante para um novo tubo contendo
600microlitros de isopropanol. Misture.

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 2 minutos

Descarte o sobrenadante

Adicione 600 microlitros de etanol gelado

Aspire o sobrenadante

Descarte o sobrenadante

Adicione 600 microlitros de etanol gelado

Aspire o sobrenadante

Deixe secar ao ar por 15 minutos

Reidrate o pellet com 100microlitros de solugao de reidratagao de
DNA por 1hora a 65°Cou a 4C overnight.

Extracdo de DNA utilizando lisozima e proteinase K

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 2 minutos
Descarte o sobrenadante

Ressuspender o pellet em 480microlitros de EDTA (mM)



Adicionar 120 microlitros de solugéo litica (lisozima)

Incubar por 30-60 minutos a 37°C

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 2 minutos

Descarte o sobrenadante

Adicione 40microlitros de proteinase K e 360microlitros de
solugéo de lise nuclear

Incubar a 55°C overnight

Incubar por 95°C por 10 minutos para parada da reagao

Adicione 200microlitros de solugdo de precipitagdo protéica.
Vortexar rapidamente.

Incubar em gelo por 15 minutos

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 3 minutos

Transfira o sobrenadante para um novo tubo contendo
600microlitros de isopropanol. Misture.

Centrifugar de 13.000 a 16.000g por 2 minutos

Descarte o sobrenadante

Adicione 600 microlitros de etanol gelado

Aspire o sobrenadante

Descarte o sobrenadante

Adicione 600 microlitros de etanol gelado

Aspire o sobrenadante

Deixe secar ao ar por 15 minutos

Reidrate o pellet com 100microlitros de solugao de reidratagao de
DNA por 1hora a 65°Cou a 4C overnight.




Anexo II- Questionario

QUESTIONARIO - PROPRIEDADES DE CAPRINOS LEITEIROS

Nome:
I;ropriedade: Municipio:
Data: / / Contato: Idade:

| — Caracteristicas do entrevistado

1- O entrevistado é:

O proprietario o arrendatario o funcionario

2- Ha quanto tempo o entrevistado trabalha com caprinos?
3- A caprinocultura é sua atividade principal? o Sim o Nao
4- Esta associado a alguma cooperativa? o Sim o Nao

5- Qual o grau de escolaridade do entrevistado?
o Ensino fundamental incompleto

o Ensino fundamental completo
o Ensino médio incompleto

o Ensino médio completo

o Ensino superior incompleto

o Ensino superior completo

Il — Caracteristicas da propriedade

6- Qual a area da propriedade? o < 100ha o 100-500ha o > 500ha
7- Qual a area utilizada com caprinos?
8- Tem energia elétrica? o Sim o Nao

9- Ha outras espécies animais na propriedade? o Sim o Nao

o Bovinos

o Ovinos

o Equinos

o Caes

o Gatos

10- Ha quanto tempo cria caprinos?

11-  Tipo de exploragao: o Carne o Leite o Mista

12-  Qual o regime de criagdo? o Confinamento o Extensivo

13-  Qual o numero total de animais?

o Fémeas adultas

o Machos adultos




1
1

2
2
2
2
2

30-
31-

32-
33-
34-

35-
36-

37-
38-

o Cabritas
o Cabritos

lll - Aspectos econdmicos

14- A caprinocultura é rentavel economicamente? o Sim o Nao
15- Ha empregados na propriedade? o Sim o Nao

16- O leite é vendido para consumo? o Sim o N&o

7- Por quanto o litro do leite é vendido?

8- Qual o lucro por litro de leite?

IV — Aspectos produtivos

19- Ha identificagdo dos animais? o Sim o Nao Qual?
20- Qual araca explorada?
21-Qual o tipo de instalagédo? o Piso suspenso ripado o Chao batido o Uso de
cama

22-Qual o material da cama?
23-Qual a origem da cama?
24- No periodo de um ano:

a) Quantos animais nascem?
b) Quantos animais morrem?
5- Tem tanque de resfriamento? o Sim o Nao

6- Qual o numero total de animais em lactagao? %:
7- Qual o periodo médio de lactacdo dos animais?
8- Qual a produgao total de leite por dia? Animal/dia:

9- Quantas ordenhas sao realizadas por dia?
o Uma (1) o Duas (2) o Uma ou duas, dependendo da estagéo do ano

V -0 leite

O leite é consumido em casa? o Sim o Nao
Faz algum tratamento antes do consumo? o Sim o Nao
Qual?

VI — Aspectos sanitarios

Tem sala de ordenha? o Sim o Nao
A ordenha é: o mecanica o manual
Realiza a higiene na ordenha? m Sim m N&o

A agua utilizada para o consumo dos animais € de qual origem?

Realiza a limpeza dos bebedouros? o Sim o Nao Frequéncia:
Tem assisténcia veterinaria? o Sim o Nao o Ja teve
Com que frequéncia?




39- Realiza vacinagdo? o Sim o Nao
40- Para aplicagao de medicamentos, realiza a troca de agulhas? o Sim o Nao
41- Realiza vermifugacédo? o Sim o Nao \Via: Frequéncia:

42-  Quais sdo os principais problemas sanitarios encontrados?
o Anemia

o Edema de barbela

o Diarreia

o Aborto

o Mastite

o Carocgo (Linfadenite Caseosa)

O Outros:

43- Tem area de isolamento para animais doentes? o Sim o Nao

44-  Realiza a cura do umbigo ao nascimento? o Sim o Ndo Como?
45- Realiza a limpeza e desinfeccio das instalagbes? o Sim o Nao Frequéncia:
Como?
46- Qual o destino dos estercos?
47- Realiza o descarte de animais? o Sim o Nao
48- Qual o manejo com animais mortos?
49- Realiza a secagem dos animais? o Sim o Nao
Como?

VIl — Aspectos nutricionais

50- Produz ou compra alimentos para os animais? o Produz o Compra

51- O que é fornecido para aleitamento? Por quanto
tempo?

52- O aleitamento é: o natural o artificial

53- O colostro é tratado? o Sim o Nao

54- Qual o tipo de instalagdo de comedouro? o Para fora da instalagao i

Para dentro da instalagao
VIl — Aspectos reprodutivos

55- Qual a idade ao primeiro parto?

56- Qual o tempo de intervalo entre partos? o < 12 meses o 12 meses
o> 12 meses

57- Qual o sistema de reproducao? o Monta controlada o Inseminacéo artificial

58- Qual a origem do reprodutor? o Compra o Da propriedade

59- Ha separacao dos animais perto do parto? o Sim o Nao




Anexo lll Aprovacdo da Comissao de Etica para
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CERTIFICADO

A Comissdo de Etica para Uso de Animais - CEUA/UFV certifica
que o processo n® 12/2013, intitulado “Paratuberculose e Artrite-encefalite
caprina em propriedades leiteiras do Estado de Minas Gerais:
identificacdo,  determinagdo dos fatores de risco e acoes
interventivas/participativas”, coordenado pela professora Maria Aparecida
Scatamburlo Moreira, do Departamento Veterindria, estd de acordo com o
Codigo de Etica Profissional do Médico Veterinario,com os Principios
Eticos na Experimentagio Animal, adotados pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL), e com a legislagdo vigente,
tendo sido aprovado por esta Comissdo em 23/05/2013, com validade de 12
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CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
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Medical Veterinary Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for
Animal  Research  established by the  Brazilian  Society
ofScienceinLaboratory Animals(SBCAL) and with actual Brazilian
legislation. This Institutional Commission on May, 23, 2013 approved this
process. This certificate expire/n 12 %m\\s.
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Resumo

Doenca de Johne ou paratuberculose € uma enterite granulomatosa crénica,
causada pelo bacilo Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP)
caracterizada por diarreia persistente e perda de peso progressiva e que
acomete principalmente ruminante. MAP é também frequentemente isolado a
partir de amostras de pacientes humanos, com doencgas intestinais,
principalmente aqueles portadores da doenca de Crohn (DC), uma doenga
inflamatodria intestinal cronica e eventualmente granulomatosa, de etiologia e
cura desconhecidas. O envolvimento de MAP na patogénese da DC e de
outras doengas intestinais ndo esta esclarecido. Essa configuracdo demonstra
a importancia dos estimulos ambientais no desenvolvimento do quadro,
associada a detecgcao de MAP em alimentos como queijos, leite pasteurizado e
agua para consumo indicam a necessidade da pesquisa de fatores associados
a presencga do agente em intestino humano. O objetivo do estudo foi verificar
comportamentos, habitos e outros fatores que possam influenciar a ocorréncia
de MAP em amostras de biépsias intestinais humanas, de pacientes com DC,
Retocolite Ulcerativa e pacientes nado portadores de Doencas Inflamatorias
intestinais (DIl). Foi realizado um estudo caso-controle ndo pareado com
objetivo de identificar possivel associagdo entre a variavel desfecho/
dependente presenca de MAP em amostras de bidpsias intestinais e variaveis
independentes/exposicdes de ordem sanitaria socioeconémica entre outras. A
amostragem foi de conveniéncia em virtude da necessidade dos resultados de
um estudo anterior. A populacdo de origem € a populagdo de pacientes
atendidos no Instituto Alpha de Gastrenterologia situado no Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). O Instituto,
considerado centro de referéncia na especialidade, atende pacientes de
diversas regibes do estado de Minas Gerais. Casos e controles foram
selecionados da populagdo de pacientes atendidos no local, que realizaram o
exame de colonoscopia entre os anos de 2009 e 2011, no qual as biépsias
foram coletadas. Dos participantes, 57 sao portadores doenca de Crohn, 38 de
Retocolite Ulcerativa 53 com outras indicagdes de colonoscopia. Foram
denominados casos, 0s oito pacientes cujas amostras de biopsias intestinais
continham DNA de MAP, detectado pela técnica da Reagao de Poli-merase em
Cadeia. Sendo os demais considerados casos, independente do diagndstico
recebido. O questionario pesquisou questdes sobre a doencga, tratamentos
realizados, sintomas e intervengcbes anteriores, além de caracteristicas
socioeconbmicas, presenga de agravos intestinais entre os familiares, para
verificagcdo de variaveis associadas a presengca do micro-organismo e 0
histérico familiar dos agravos. Também foram verificadas condi¢cdes de
saneamento e higiene desfavoraveis, consumo de leite e derivados
pasteurizados, ndo pasteurizados e informais. A analise dos fatores de risco foi
realizada no programa Epi info 3.5.4, pelo teste do qui-quadrado, com IC de
95% e p<0,1. Para a populagao estudada, o consumo de leite informal pode ser
considerado um fator de risco para MAP em amostras de bidpsias intestinais.
Isso seria esperado, visto que a bactéria é eliminada por animais doentes
principalmente pelas fezes e leite. A caracterizacdo da populagdo sugere
alguns possiveis fatores de risco, como a realizagdo de tratamento cirurgico e
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histérico familiar de agravos intestinais, que podem ser confirmados a partir de
um estudo com um numero maior de casos.
Palavras chave: PCR, questionario, paratuberculose, leite, Doeng¢a de Crohn

1-Introducao

Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis (MAP) € um bacilo Gram
positivo, agente etiologico da doenga inflamatéria intestinal crénica
granulomatosa denominada paratuberculose ou Doenga de Johne. A
paratuberculose € uma emfermidade com curso geralmente subclinico,
podendo evoluir para a forma clinica em animais adultos, podendo acometer
todos ruminantes e pseudoruminantes domeésticos e silvestres. (Chiodini et al.,
1984; Sweeney, 1996).

Essa bactéria tem sido isolada de pacientes com doencas inflamatérias
intestinais (DIl) como pacientes portadores de Doenga de Crohn (DC) e com
menos frequéncia em pacientes com Retocolite ulcerativa (RCU). A DC € uma
doenca inflamatoria intestinal de etiologia desconhecida, que se caracteriza por
inflamacao crénica, focal, assimétrica transmural e granulomatosa, e pode
afetar qualquer segmento do tubo digestivo, da boca ao anus, embora com
preferéncia pela por¢éo distal do intestino delgado e intestino grosso proximal
(Sands, 2006).

O frequente isolamento de MAP de amostras intestinais de pacientes
com DIl e a semelhanca clinica, histolégicas e radiologicas entre a
paratuberculose e a DC levantam a preocupacéo sobre o potencial zoonético
de MAP.(Prantera et al., 1989; Nacy et al, 2008; Fiocchi, 2012). Com a
modernizagao das técnicas moleculares, DNA de MAP vem sendo detectado
em fragmentos de tecido obtidos de portadores da DC em numeros cada vez
maiores, eventualmente sendo identificado em pacientes portadores de DIl e
outras doencgas nao inflamatorias intestinais (Naser et al., 2000; Carvalho et al-
prelo).

Apesar do potencial ndo esclarecido, e as dificuldades de se realizar
trabalhos que comprovem o mesmo, a preocupagao com a exposi¢cao das
populagdes ao agente é crescente. Isso ocorre principalmente devido as

caracteristicas do agente que é eliminado em fezes e leite de animais doentes,
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0 que pode contaminar alimentos e cursos d’agua, chegando as comunidades.
Foi demonstrado que MAP resiste as altas temperaturas podendo ser
encontrado viavel em produtos lacteos pasteurizados e em agua para consumo
humano. O tratamento térmico desses produtos lacteos é capaz de diminuir a
carga bacteriana, porém nem sempre elimina-la. O mesmo ocorre com relagao
ao tratamento de agua para consumo e de efluentes. (Mishina et., al 1996;
Sung e Collins, 1998;. Whan et., al 2001. Beumer et., al 2010; Carvalho et al
2012 Fiocchi, 2012)

2-Objetivo
Verificar fatores de risco para a presenga de MAP em amostras de bidpsias

intestinais humanas, de pacientes com DC, RCU e pacientes nao portadores
de DII.

2-Materias e métodos
2.1- Delineamento do estudo

Foi realizado estudo caso-controle com objetivo de identificar possivel
associagao entre a variavel desfecho (dependente) presengca de MAP em
amostras de biopsias intestinais humanas e variaveis independentes
(exposicdes) de ordem sanitaria, socioecondmica, entre outras.

A amostragem realizada foi de conveniéncia em virtude da necessidade
dos resultados de um estudo anterior (Carvalho et al- prelo). A populagéo de
origem dos casos e controles foi a populagao de pacientes atendidos no no
Instituto Alpha de Gastrenterologia situado no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), dentre aqueles que
realizaram o exame de colonoscopia entre os anos de 2009 e 2011, quando as
bidpsias foram coletadas dos casos e controles. O Instituto é considerado
centro de referéncia na especialidade e, por essa razao atende pacientes de
diversas regides do Estado de Minas Gerais.

Esse estudo é continuacdo de um trabalho onde foram coletadas
amostras de biopsias (24 frescas e 148 parafinadas) intestinais de 172
pacientes, submetidos a colonoscopia sob diversas indicagcdes. Nesse estudo

foram incluidos 148 desses pacientes, sendo as perdas devido a falecimento
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ou registro incompleto dos pacientes, impossibilitando o contato com os
mesmos. Desses, 57 amostras de pacientes eram de portadores de DC, 38
com RCU e 53 com outras indicagbes de colonoscopia.

Foram denominados casos, os oito pacientes cujas amostras de biopsias
intestinais continham DNA de MAP, detectado pela técnica da Reacao de
Polimerase em Cadeia. Sendo os demais individuos amostrados no estudo
prévio, considerados controles, independente do diagndstico recebido para o
problema intestinal. A proporgao de casos e controles foi de 17,5 controles para
cada

Os dados do individuo e outras informacgdes puderam ser acessados nas
fichas dos pacientes através do Servigo de Arquivo Médico e Estatistica
(SAME).

O Contato com os pacientes se deu durante a propria visita ao

Ambulatério de intestino do HC-UFMG ou através do telefone.

2.3- Coleta de dados

A aplicagao de questionario estruturado (Anexo |) foi o instrumento de
coleta de dados utilizado para identificagdo da condi¢do (“status”) dos casos e
controles participantes em relagao as variaveis de exposi¢cao analisadas no
estudo.

A maioria das questdes do questionario era do tipo fechada e/ou mista
(contém alternativas de resposta pré-estabelecidas, mas admitem respostas
nao-previstas para algumas alternativas de respostas, por exemplo, “Outros”,
medicamentos, etc).

Esse questionario pesquisou questdes sobre a doenga, tratamentos
realizados, sintomas e intervencdes anteriores, além de caracteristicas
socioecondémicas, presenga de agravos intestinais entre os familiares, para
verificacao de variaveis associadas a presenga do micro-organismo e o
histérico familiar dos agravos. Também foram verificadas condi¢des de
saneamento e higiene desfavoraveis, consumo de leite e derivados

pasteurizados, nao pasteurizados e informais.
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Os resultados dos questionarios foram associados aos resultados dos
testes laboratoriais previamente descritos permitindo a deteccéo dos fatores
relacionados a presenca de MAP nas amostras intestinais. O questionario
também permitiu a elaboragéo do perfil dos pacientes quanto as caracteristicas
do individuo.

O terno de consentimento livre e esclarecido foi aprovado pelo Comité
de ética da Universidade Federal de Minas gerais sob o parecer (ETIC n°
0471.0.203.000-10) e assinado pelos pacientes como pré-requisito para a
participagcado no estudo.

A aplicagao do questionario foi realizada por apenas um entrevistador,
que no momento da entrevista ndo conhecia o “status” (caso ou controle) do
paciente quanto a detecgao de MAP, reduzindo a possibilidade de insergéao de
viés do entrevistador. Todas as questdes foram indagadas acerca do periodo
anterior ao momento da realizac&o as bidpsias. Apesar de minimizado o viés
do entrevistador, os resultados da pesquisa estdo sujeitos ao viés de memoria,

ja que os individuos sao questionados a um periodo anterior de sua vida.

2.4- Analise estatistica

A analise dos dados do estudo caso-controle foi iniciada com a
construcao de banco de dados no programa Epi Info™ versao 3.5.3 (CDC,
2011). A primeira etapa da construgcao do banco de dados compreendeu a
elaboracao da mascara/espelho do banco de dados. Posteriormente, foi
realizada a construgcao do banco de dados propriamente dita, com a insercao
das respostas de cada questionario no programa, cuidadosamente, conferidas
apods cada insergao

A seguir, utilizando-se esse banco de dados consolidado, foi realizada
analise univariada, que possibilitou avaliar o perfil da distribuicdo de cada
variavel para casos e controles, resultando em tabelas de frequéncia simples.

A préxima etapa consistiu na analise bivariada das variaveis, na qual
avaliou-se a relacao entre a variavel dependente ocorréncia de MAP na bidpsia
e as variaveis independentes socioeconémicas, ingestdo de produtos lacteos e

sanitarias/ambientais, entre outras.
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A intensidade da associacao entre a variavel dependente e
independente foi calculada através da medida de associagao razao de
chances, e seu respectivo intervalo de confianga (IC) a 95% de probabilidade.
razéo de chances (RC) e os IC (95%) foram interpretados considerando-se :
valor da RC igual 1 ou IC (95%) incluindo o valor 1 = ndo associagéo entre a
variavel independente e MAP; valor da RC superiora 1 e IC (95%) n&o
incluindo o valor 1 = variavel independente apresenta-se como fator de risco
para presenca de MAP; valor da RC inferiora 1 e IC (95%) n&o incluindo o
valor 1 = variavel independente apresenta-se como fator de protecao para
presenca de MAP.

Para testar a hipotese de associagao entre as variaveis independentes e
a ocorréncia de MAP em bidpsias, foi realizado o teste de do qui-quadrado,
considerando a igual a 5%.

Para a realizacdo da analise dos possiveis fatores de risco para MAP em
amostras de intestino humano foram consideradas as variaveis investigadas no
questionario e a elas foram atribuidas as categorias exposto e ndo exposto,

como descrito na tabela 1

Tabela 1- Categorias atribuidas as variaveis pesquisadas para a analise bivariada.

Variaveis/categorias  Exposto N&o exposto
Municipio de e Regido metropolitane e Belo Horizonte
residéncia de Belo horizonte
e Fora da capital
Ocupacéao e Agrupamento 5 e Agrupamento 1
e Agrupamento 6 e Agrupamento 2
e Agrupamento 3
e Agrupamento 4
Beneficiario de e Sim e Nao

programa de
beneficio social

Renda familiar e Até 1 salario minimo e 3 a5 salarios minimos

e 1 a3 salarios e 5 a 10 salarios minimo
minimos e Acima de 10 salarios
minimos

NUmero de e 3 e 1

dependentes da o 4 o 2

renda e 5
e Acimade 51




Escolaridade e Analfabeto e Ensino médio complett
e Ensino fundamental e Ensino superior
incompleto incompleto
e Ensino fundamental e Ensino superior
completo completo
e Ensino médio e Poés-graduado
incompleto
Casa propria e Nao e Sim
Zona de residéncia e Rural Urbana
Fonte da agua para e Poco raso Abastecimento publico
consumo: e Poco semi-artesiano o
e Nascente
Realiza tratamento e Nao e Sim
da agua para o o
consumo
Destino do esgoto e Fossa séptica e Rede de Esgoto da
sanitério e Ceéu aberto ou rio cidade
Fumante e Sim, até 20 cigarros e Nao sou fumante
por dia
e Sim, acima de 20
cigarros por dia
Qual o diagndstico e Crohn e OQOutras doencgas e
e Retocolite Ulcerativa pacientes normais
A quem recorre e Toma remedios por e Ao médico
guando apresenta conta propria .
algum problema e Terapias alternativas
intestinal e Ao médico e/ou toma
remédios por conta
propria
e Toma remeédios por
conta prépria e usa
terapias alternativas
e Ao médico, toma
remédios por conta
prépria e usa terapia:
alternativas
Frequéncia de e Mais de uma vez ao ¢ Quinzenalmente
consumo de leite e dia e Raramente
derivados e Diariamente e Na&o consome
e Trés vezes por
semana
e Uma vez por semane
Produtos mais e Leite informal, e Leite UAT,
consumidos derivados informais € pasteurizado, em po
derivados néo e/ou derivados
pasteurizados (queijc pasteurizados (queijos
canastra e do serro) iogurtes)
e Ambos e N&o consome
Consumo do leite e Consome cru e Consome fervidos
informal o e Nao consome
Possui histérico de e Sim e Nao
agravos intestinais
na familia
Diagnéstico obtido e Crohn e Outras doencas

Retocolite Ulcerativa
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3-Resultados e Discussao

3.1- Analise univariada
Os resultados da analise univariada dos questionarios aplicado
participantes do estudo caso-controle realizado no HC-UFMG, estao

apresentados nas tabelas 2 a 6.

Tabela 2- Distribuicdo de dados do individuo e socioeconémicos segundo a detec¢ao de
MAP em biépsias intestinais através da técnica de PCR

Variaveis Total de observacoes Casos Controles
(n=148) (%) (%)
n=8 n=140
Idade
e Até 18 anos 3(2,0) 0 (0,0 3(2,2)
e De 19 a?24anos 13 (8,8) 0 (0,0 13 (9,4)
e De 25 a45anos 65 (43,9) 5(62,5) 60 (43,2)
e De 46 a 60 anos 42 (28,3) 2 (25,0) 40 (28,8)
¢ Acima de 60 anos 24 (16,2) 1(12,5) 23 (16,5)
¢ Na&o informado 1(0,67) 0 (0,0) 1(0,7)
Municipio de residéncia
e Belo Horizonte 66 (44,6) 4 (50) 61 (43,6)
o Regido metropolitana de Belo
horizonte 39 (26,3) 4 (50) 35 (25,0)
¢ Fora da capital 44 (29,7) 0 (0,0) 44 (31,4)
¢ Na&o informado 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Ocupacéo*
e Agrupamento 1 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
e Agrupamento 2 7(4,7) 1(12,5) 6 (4,3)
e Agrupamento 3 11 (7,4) 1(12,5) 10(7,2)
e Agrupamento 4 54 (36,4) 1(12,5) 53 (38,6)
e Agrupamento 5 32 (21,6) 2 (25) 30 (21,6)
e Agrupamento 6 40 (27) 3 (37,5) 37 (26,6)
e N&o informado 4 (2,7) 0 (0,0, 3(2,1)

Beneficiario de programa de
beneficio social

e Néo 133(89,9) 6 (75,0) 127 (90,7)

e Sim 15 (10,1) 2 (25,0) 13 (9,3)

e N&o informado 0 (0,0 0 (0,0 0(0,0)
Renda familiar

e Até 1 salario minimo 24 (16,2) 3(37,5) 21 (15,0)

e 1 a 3 salarios minimos 69 (46,6) 0 (0,0) 69 (49,3)

e 3 ab salarios minimos 34 (22,9) 3(37,5) 31(22,1)

e 5 a 10 salarios minimos 12 (8,1) 2 (25,0) 10 (7,1)

e Acima de 10 salarios minimos 4 (2,7) 0 (0,0) 4(2,9)

¢ Na&o informado

5(3,3) 0 (0,0 5(3,6)

Numero de dependentes da renda

o 1 35 (23,6) 2 (25,0) 33 (23,6)

o« 2 21 (14,2) 2 (25,0) 19 (13,6)

e 3 51 (34,4) 3(37,5) 48 (34,3)

o 4 24 (16,2) 1(12,5) 23 (16,4)




. 5 13 (8,8) 0 (0,0) 13 (9,3)

e Acimadeb5 1(0,67) 0 (0,0) 1(0,7)
¢ Na&o informado 3 (2,0) 0 (0,0) 3(2,1)
Escolaridade
¢ Analfabeto 2 (1,35) 0 (0,0) 2(1,9)
¢ Ensino fundamental 32 (21,6) 2 (25,0 35 (25,0)
incompleto
¢ Ensino fundamental completa 36 (24,3) 1(12,5) 30 (21,4)
e Ensino médio incompleto
¢ Ensino médio completo 4(2,7) 0(0,0 4(2,9)
e Ensino superior incompleto
¢ Ensino superior completo 43 (29,05) 3(37,5) 40(28,6)
e PoOs-graduado
¢ Na&o informado 74,7 1(12,5) 7 (5,0)
21 (14,1) 0 (0,0 20 (14,3)
3(2,0) 1(12,5) 2(1,4)
0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Reside em casa propria
e Sim 101 (68,2) 7 (87,5) 94 (67,1)
e Néo 47 (31,7) 1(12,5) 46 (32,9)
¢ Na&o informado 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Zona de residéncia
e Rural 24 (16,2) 3(37,5) 21 (15,0)
e Urbana 124 (83,7) 5 (62,5) 119 (85,0)
¢ Na&o informado 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0)

*As ocupacdes consideradas em cada grupo (1 a 6) constam no anexo |l

Os dados do individuo e variaveis socioeconémicas dispostas na tabela
2 permitem algumas inferéncias sobre a populacdo estudada. A maioria dos
individuos participantes do estudo possui entre 25 e 45 anos, seguido pela
faixa etaria de 45 a 60 anos. Essa concentracdo ja € esperada, pois,
principalmente para os portadores de DIl que incluem individuos com DC e
RCU, que sao doengas que sao diagnosticadas em pessoas mais jovens. Outro
fator que contribui para a maior concentracao de individuos nessa faixa etaria é
que essa € a idade das pessoas geralmente consideradas parte da populagéo
economicamente ativa. Essa distribuicdo segue quando analisadas a
populacao de individuos positivos e negativos para MAP

Quando verificada a distribuicao das ocupagdes dos participantes (anexo
[ll), verifica-se que a maior parte desses encontra-se concentrada nos
agrupamentos de ocupacgdes de numero 4 que incluem profissionais com o
minimo de aprendizado profissional, geralmente com ensino fundamental ou
médio, e 6 que inclui donas de casa e estudantes. Quando observadas
separadamente, percebe-se que a distribuicdo se modifica entra a populacao
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de positivos, onde 37,5% dos individuos possui ocupagdes relacionadas ao
agrupamento 4, e 25,0% com o grupo 5, que influi profissionais como
empregadas domesticas e pequenos proprietarios rurais.

Dentre os 148 participantes, 133 nao participam e nenhum programa de
beneficio social, o que corresponde a 25% dos casos e 90,7% dos controles.
Diante das duas ultimas variaveis descritas, percebe-se que entre a
populacdo de casos ha pessoas com ocupagdes que exigem menor nivel de
ensino e maior percentagem de individuos que participam de programas de

beneficio social.

Com relacdo a renda familiar dos individuos, 46,6% dos participantes
tem renda entre 1 e 3 salarios minimos. Entre a populacdo de negativos essa
concentragdo se mantém, porém entre os individuos positivos 37,5% recebe
até um salario minimo e outro 37,5% recebe entre 3 e 5 salarios. Ainda com
relagdo a renda, os dependentes da renda eram trés, em 34,5% da populagao
total estudada, para 14,2% havia dois dependentes e em 23% apenas um
individuo era dependente da renda. Distribuicdo semelhante pode ser
verificada para a populagao de casos, porém, para a populacao de negativos
23,6 % era de apenas um dependente, 13,6% de dois dependentes e de
34,3%, e de quatro individuos tinha-se um total de 16,4%. Nao havia individuos
com mais de quatro dependentes da renda entre os positivos, porém entre os
negativos haviam individuos que alegaram um numero de dependentes de
cinco ou mais pessoas. Isso demonstra que os nucleos familiares dos
individuos é geralmente menor entre os individuos positivos.

Verificando o grau de escolaridade da populagéo verifica-se que 79,1%
da populacao tem até o ensino médio, quando verificada a populacéo de
positivos, esse numero diminui para 75% e entre os negativos corresponde a
79,3%, demonstrando uma pequena diferenca.

Com relagao a possuir casa proépria, 68,2% dos participantes possuem
casa propria, porém 87,5% dos individuos positivos ndo possuem, enquanto
apenas 32,9% dos negativos ndo moram em casa proépria. Individuos que nao
possuem casa propria tem maior probabilidade de mudar-se, expondo a uma

maior diversidade de agentes patogénicos ou ndo, assim como usufruir de
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novas fontes de abastecimento de agua e esgoto, que podem ser fonte de
contaminagao de MAP. Ainda com relacdo a moradia, 83,8% da populacao
total reside ou residiu a maior parte de sua vida na regido urbana. Apesar
disso, a percentagem de moradores da zona rural € maior entre os casos
(37,5%) do que entre os controles (15%). Moradores da zona rural em geral
nao possuem abastecimento de agua tratada e destinacdo adequada dos
efluentes, além de possuirem maior possibilidade de ingerir alimentos n&o
pasteurizados e n&o inspecionados, aumentando a possibilidade de entrarem
em contato com agentes microbianos como MAP.

Em seguida serdo demonstradas as variaveis relacionadas a

saneamento.

Tabela 3-Distribuicdo das variaveis relacionadas a saneamento, segundo a detecg¢ao de
MAP em bidpsias intestinais através da técnica de PCR

Variaveis Total de observacbes Positivas Negativas
(n=148) (%) (%)
n=8 n=140
Fonte da &gua para consumo:
e Abastecimento publico 118 (79,7) 5 (62,5) 113 (80,7)
e Pocoraso 16 (10,8) 1(12,5) 15 (10,7)
e Poco semi-artesiano 2(1,3) 0 (0,0) 21,4
¢ Nascente 12 (8,1) 2 (25,0) 10 (7,1))
e N&o informado 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
Realiza tratamento da agua para
consumo:
e Sim 139 (93,9) 8 (100) 131 (93,6)
¢ Nao 9 (6,0) 0(0,0) 9(6,4)
¢ Na&o informado 0 (0,0) 0(0,0) 0(0,0)

Destino do esgoto sanitario
¢ Rede de Esgoto da cidade

e Fossa séptica 120 (81) 5 (62p) 115 (82,7)
e Céu aberto ou rio 23(15,5) 3(37,5) 20 (14,4)
N&o informado 4 (2,7) 0 (0,0) 4 (2,9)
1 (0,67) 0 (0,0 1(0,7)

Cerca de 80% da populagdo possui abastecimento publico com agua
tratada na sua residéncia, sendo que os demais fazem uso de pogo raso ou
semi artesiano (12,1%) ou nascente (8%). Ja entre a populagéo de positivos o
uso de agua de nascentes e mais frequente (25%), assim como o uso de pogo

(12,5%). De forma geral o uso de agua de nascentes ou pog¢os indica maior
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possibilidade de entrar em contato com agentes patogénicos, como MAP, pois
nao ocorre o tratamento da agua
Como descrito na Tabela 3, 94% da populacao realiza a filtragem
ou purificagdo da agua de consumo em sua residéncia, sendo que todos os
individuos que nao realizavam esse tratamento eram da populagdo de
controles
Ainda sobre variaveis relacionadas ao saneamento, 81% da populagao
possui acesso a rede de esgoto municipal, 15,5% fazem o uso de fossa
séptica, e 2,7% tinham seu esgoto direcionado a um rio ou disposto a céu
aberto. O uso de fossa séptica foi mais frequente ente casos (37,5) do que
entre controles (14,4%). O uso de fossa séptica, se ndo confeccionada de
forma correta pode representar risco a saude dos usuarios, expondo-os a
diversos patdgenos, em decorréncia de vazamentos e contaminacao do solo e

de fontes de agua.

Tabela 4- Distribuicdo de variaveis relacionadas a saude e agravos intestinas segundo a detecgao
de MAP em bidpsias intestinais através da técnica de PCR

Variaveis Total de Casos Controles
observagdes (%) (%) n=8 (%) n=140
(n=148)
Fumante
e Sim, até 20 cigarros por dia 45 (30,5) 5(62,5) 40 (28,6)
e Sim, acima de 20 cigarros por dia
¢ NA&o sou fumante 6 (4,0) 0 (0,0) 6 (4,3)
¢ Nao informado 97 (65,5) 3(37,5 94 (67,1)
0 (0,0 0 (0,0 0 (0,0
Sintomas do aparelho digestério
e Fistula 5(3,3) 0 (0,0) 5(3,6)
e Diarreia 31 (21) 2(25,0) 29 (20,9)
o Dor abdominal 14 (9,4) 1(12,5) 13 (9,4)
¢ Diarreia e emagrecimento 7(4,7) 1(12,5) 6 (4,3)
¢ Diarreia e dor abdominal 42 (28,3) 2(25,0) 40 (28,8)
o Dor abdominal e febre 4(2,7) 0 (0,0) 4(2,9)
¢ Diarreia, emagrecimento e febre.
e Diarreia, febre, dor abdominal, 18 (12,6) 0(0,0) 18 (12,9)
fistula e emagrecimento.
¢ N&o apresentou 11 (7,4) 2(25,0) 9 (6,5)
¢ Na&o informado 7(4,7) 0 (0,0) 7 (5,0)
1(0,6) 0 (0,0 1(0,7)

Ha quanto tempo se iniciaram os
sintomas (com relacéo a coleta da

biopsia) 5(3,3) 1(12,5) 42,9
e Até 2 anos atras 64 (43,2) 1(12,5) 63 (45,3)
e De 2abanos atrds 41 (27,7) 3 (37,5) 38 (27,3)
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e De5al0anos atras 34 (23) 3 (37,5) 31 (22,3)
¢ Ha mais de 10 anos 1(0,6 0(0,0 4(2,9)
e N&o informado
Qual o diagnéstico
e Crohn 57 (38,5) 2(25,0) 55(39,9)
¢ Retocolite Ulcerativa 38 (25,6) 3 (37,5%) 35 (25,4)
¢ OQutras doencas e pacientes norm 51 (34,5) 3(37,5) 47 (32,9)
e Na&o informado
2 (1,3 0 (0,0 2(1,4)
Foi realizado tratamento clinico
e Sim 102 (69) 7(87,5) 95(68,3)
e Néo 43 (29,05) 1(12,5) 42(30,2)
e Na&o informado 3(2,02) 0 (0,0) 3(2,1)
Qual a medicacao usada
¢ Infliximab 17 (11,4) 0 (0,0) 17 12,2
e Sulfassalazina e azatioprina 15 (10,1) 0 (0,0) 15 (10,8)
e Azatioprina e mesalazina 14 (9,4) 0 (0,0) 14 (10,1)
e Azatioprina, mesalazina e 3(2,2) 0 (0,0) 3(2,1)
omeprazol
e Azatioprina, mesalazina e 39 (26,35) 3(37,5) 36 (25,9)
prednisma
¢ Na&o informado ou néao realizou 60 (40,5) 5 (62,5) 55 (38,5)
tratamento clinico
Tratamento cirargico 46 (31,08) 7 (87,5 45(32,4)
e Sim 101 (68,2) 1(12,5) 94 (67,6)
e Néo 1 (0,6) 0(0, 0) 1(0,7)
N&o informado
Extenséo no aparelho digestério
e TGl superior 9(6,1) 1(12,5) 8 (5,8)
o lleo terminal 13 (8,7) 0 (0,0) 13(9,4)
e lleocdlon 26 (17,5) 3(37,5  22(15,8)
¢ lleocoldn e perianal 19 (12,8) 0 (0,0) 19 (13,7)
e Perianal 9(6,1) 0 (0,0) 9 (6,5)
e Nao informado 28 (18,9) 1(12,5 27 (19,4
Local do tratamento
e Hospital das clinicas da UFMG
e Outro 111 (75) 6 (75,0)  105(75,5)
¢ Na&o informado ou ndo realizou 33 (22,3) 2 (25,0) 31 (22,3(
tratamento 4 (2,7) 0 (0,0 3(2,2
A quem recorre quando apresenta algum
problema intestinal
e Ao médico 89 (60,1) 6 (75,0) 83(59,7)
e Toma remédios por conta propria 4 (2,7) 0 (0,0) 4(2,9)
e Terapias alternativas
e Ao médico e/ou toma remédios pc 1 (0,6) 0 (0,0) 1(0,7)
conta prépria 34 (22,3) 2 (25) 32 (23,0)
e Toma remédios por conta prépria
usa terapias alternativas 10 (6,75) 0 (0,0) 10 ( 6,75)
e Ao médico, toma remédios por
conta prépria e usa terapias
alternativas 9 (6,08) 1(12,5) 8 (5,8)
¢ Na&o informado
2(1,3) 0 (0,0 2(1,4)
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De acordo com a tabela 4, 65,5% da populagao estudada nao € e nunca
foram fumantes, 35,5% fuma ou ja fumou até 20 cigarros por dia e 4% fuma ou
ja fumou mais que 20 cigarros por dia. Ja entre a populagdo de positivos, a
percentagem de individuos que fumam até 20 cigarros por dia € maior (62,5%)
e entre controles o valor é de 28,6%, sendo que apenas 37,5% dos casos eram
compostos por individuos ndo fumantes e o mesmo ocorre para 67,1% dos
controles, sendo que ainda entre os controles 4,1% fumava mais de 20 cigarros
por dia. Isso quer dizer que entre os controles ha uma propor¢ao maior de
individuos nao fumantes, porém ha também individuos que fumam uma
quantidade maior de cigarros. E conhecido que o tabagismo esta associado a
ocorréncia de doencgas intestinais inflamatorias, sendo um fator de risco para
doencga de Crohn, e atuando como um fator de protecao para portadores de
Retocolite Ulcerativa, sendo que esses individuos com RCU possuem um risco
maior de desenvolver a doenga caso param de fumar (Fiocchi 2012). Apesar de
nao se saber qual a participacdao de MAP no aparecimento desses quadros,
pode-se inferir que fatores de risco ocorrendo de forma concomitante podem
aumentar a possibilidade de desenvolver o quadro ou mesmo agravar o quadro
instalado.

Quanto aos sintomas relacionados ao aparelho digestorio demonstrados,
tem-se a diarreia como o sintoma mais frequente, ndo estando presentes entre
apenas 27 (18,2%) do total de participantes do estudo. De forma geral os
individuos apresentavam diarreia associado a outro sintoma como
emagrecimento ou dor abdominal.

Com relagédo ao tempo discorrido desde o inicio dos sintomas 3,3% dos
participantes apresentaram os sintomas mais recentemente, até dois anos
antes do inicio da pesquisa, outros 43,2% apresentaram os sintomas de dois a
cinco anos antes e outros 27,7 apresentaram os sintomas de cinco a 10 anos
e 23% iniciaram os sintomas ha mais de 10 anos. Entre os casos 75%
iniciaram os sintomas mais de cinco anos antes da bidpsia utilizada no estudo,
ja entre os controles apenas 49,6% deram essa resposta.

Como esperado, ja que o instituto Alpha é considerado um centro de

referéncia para Doencgas Intestinais Inflamatérias (Dll), o diagnéstico recebido
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pelos participantes sobre o problema intestinal foi principalmente de DC 38,5
seguido dos nao portadores de DIl (34,5%) e de portadores de Retocolite
Ulcerativa (RCU) (25,6%). Entre os casos o diagndstico mais frequente foi de
RCU (37,5%) e de n&o portadores de DIl (37,5%), sendo a DC diagnosticada
para apenas 25% dos individuos. Essa distribuicdo €& diferente para os
controles onde 39,9% teve diagndstico de DC, enquanto 25,4% foram
considerados portadores de RCU e 32,9% nao tinha DII, situagdo esperada,
diante doo frequente isolamento do agente entre pacientes com DC,
previamente discutido. Desses, 69% realizou tratamento clinico e 46% realizou
tratamento cirdrgico. Comparando-se controles e casos tem-se que o
tratamento clinico foi realizado por 87,5% dos casos e 68,3% dos controles. Ja
com relagdo ao tratamento cirurgico, apenas 12,5 % dos casos néo realizou o
procedimento, enquanto 67,6% dos controles nao realizaram, sendo que 75%
dos pacientes realizou o tratamento no HC-UFMG, tanto entre casos quanto
entre controles. O procedimento cirurgico também pode ser responsavel pela
contaminagao dos tecidos dos casos, ja que expde o aparelho digestério do
individuo ao ambiente potencialmente contaminado, além disso, o préprio
cirurgido e equipamentos podem veicular a contaminagdo bacteriana,
principalmente de agentes conhecidamente resistentes a processos de
eliminacao de patdgenos, como a pasteurizacao e cloragao. (Whan et., al 2001;
Carvalho et al, 2012).

Ainda com relagao aos agravos intestinais a extensao das lesdes entre a
populagao total foi predominantemente na regido do ileocolon (17,5%), sendo
que a distribuicdo € semelhante entre casos e controles.

Sobre a postura diante do aparecimento de sintomas intestinais, 60%
dos participantes alegaram procurar um médico e outros 22,3% disseram
procurar um médico e/ou fazer o uso de medicagdes por conta prépria, outros
0,6% praticam o uso de terapias alternativas, e 6,08% realizam as trés praticas
e 2,7% apenas toma medicagdes por conta prépria. Entre casos a maioria
(75%) continua sendo de individuos que procuram o médico com o
aparecimento de algum sintoma ou desconforto intestinal, o0 mesmo ocorre

entre os controles (59,7%). Pessoas que realizam apenas a automedicagéo
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incluem apenas os controles, assim como os que realizam o uso de terapias
alternativas e aqueles que fazem uso de terapias alternativas e automedicacéo.
A automedicagao € uma pratica desaconselhada, principalmente no caso de
pacientes com infec¢des bacterianas, o que pode ser o caso dos pacientes
onde se detectou MAP, apesar de ainda ndao ser conhecida a patogénese do
mesmo no intestino humano. A pratica de consumo de medicamentos nao
prescritos, como antimicrobianos pode causar o agravo dos quadros, uma vez
que a administragao inadequada pode levar a resisténcia bacteriana. (Berqué
et al., 2004)

Apesar disso, para MAP a eliminacdo por antimicrobianos s6 pode ser
feita através de prescricdo de medicacido bastante especifica, ndo sendo feita
por drogas costumeiramente utilizadas. Dessa forma a administracdo de
antimicrobianos de forma indiscriminada ira eliminar outras populagdes
bacterianas, permitindo que MAP se sobreponha a essa e seja detectado em

amostras teciduais, por exemplo.

Tabela 5- Distribuicdo das variaveis relacionadas ao consumo de produtos lacteos
segundo a detec¢ao de MAP em bidpsias intestinais através da técnica de PCR

Variaveis Total de Casos Controles
observagbes (%) (%)
(n=148) n=8 n=140
Frequéncia de consumo de leite e derivados
¢ Mais de uma vez ao dia 29 (19,6) 5(62,5) 24 (17,3)
¢ Diariamente 44 (29,7) 3(37,5) 41(29,5)
e Trés vezes por semana 27 (18,25) 0(0,00 27(19,4)
¢ Uma vez por semana 13 (8,8) 0(0,00 13(9,4)
¢ Quinzenalmente 5(3,3) 0(0,00 5(3,6)
¢ Raramente 25 (16,9) 0 (0,00 25(18)
¢ Na&o consome 4(2,7) 0(0,00 42,9
e Na&o informado 1(0,6) 0(0,00 1(0,7
Produtos mais consumidos
o Leite UAT, pasteurizado, em p6 e/ou 65 (43,9) 1(12,5) 64 (46,0)
derivados pasteurizados (queijos,
iogurtes)
e Leite informal, derivados informaise 1 (0,6) 0(0,00 1(0,7)
derivados néo pasteurizados (queijo
canastra e do serro)
e Ambos 67 (45,2) 7(87,5) 70 (50,4)
e N&o consome 4(2,7) 0(0,00 429
e N&o informado 1(0,6) 00,00 1(0,7)
Consumo do leite informal
e Consome cru 17 (11,5) 5(62,5) 12 (10,8)
e Consome fervidos 38 (25,6) 2(25) 36(25,7)
e N&o consome 90 (60,8) 1(12,5) 88 (63,3)
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e Na&o informado 3(2,02) 0(0,00 3(2,1)

Localidade de compra esses produtos

e Supermercado 66 (44,5) 1(12,5) 65 (46,8)
o Padaria 9 (6,08) 1(12,5 8(5,8)

¢ Mercadinhos de bairro 7(4,7) 1(12,5) 6(4,3)

e Supermercado e padaria 41 (27,7) 2 (25,0) 39 (28,1)
o Supermercado e ambulantes ou fazenc 21 (14,2) 3(37,5) 18 (12,9)
e Na&o informado

1 (0,6) 0(0,00 1(0,7)

A partir dos dados disponiveis na tabela 5 podem-se conhecer os
habitos dos pacientes pesquisados com relagdo ao consumo de produtos
lacteos, que sao de interesse para o estudo, uma vez que o0s bovinos
portadores da paratuberculose eliminam o agente também através do leite.
Dessa forma, verifica-se que 76,4% da populacdo total consomem produtos
lacteos a0 menos uma vez por semana, o que corresponde a 100% dos
controles e 75% dos casos. A maior frequéncia de consumo desses produtos
reforgca a possibilidade de contaminagao desses individuos através do consumo
desses produtos.

Quanto aos produtos lacteos consumidos, 45,2% dos individuos
participantes do estudo disseram consumir tanto produtos pasteurizados
quanto produtos informais ou ndo pasteurizados, enquanto 43,9% consumiam
apenas produtos pasteurizados. Comparando-se casos e controles, a
proporcdo muda sendo que 87,5% dos casos consomem produtos
pasteurizados e ndo pasteurizados, enquanto isso ocorre para apenas 50,4%
dos controles. Essa € outra variavel possivelmente associada com a
contaminagdo dos individuos com MAP através do consumo de produtos
lacteos, principalmente aqueles nao pasteurizados, uma vez que se sabe que a
pasteurizacdo pode nao ser capaz de remover cargas bacterianas mais altas
do agente, podendo o0 mesmo ser detectado em leite pasteurizado e produtos
como queijo coalho (Grant et al, 2002 Carvalho et al, 2012; Faria et al 2014)

Ainda sobre o consumo de produtos informais, os participantes foram
questionados sobre o0 processamento ou nao dos produtos consumidos, sendo
que 60,8% responderam que nao consumiam esses produtos, 11,5% disseram
consumir cru, e 25,6 consumiam fervido. O consumo de produtos lacteos

informais, principalmente leite cru, aumenta a possibilidade do individuo de se
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contaminar com MAP. Visto que entre os casos a proporg¢ao de individuos que
consumiam o produto cru, € de 62,5% e entre os controles é de 10,8%, nota-se
que a probabilidade dos individuos ter entrado em contato com MAP através do
consumo de leite cru, como descrito por Carvalho et al (2012), que
identificaram o agente de forma viavel em leite pasteurizado.

Os participantes também foram questionados quanto ao local de compra
dos produtos lacteos, ja que a venda em estabelecimentos menores ou a partir
de vendedores ambulantes e diretamente de fazendas geralmente esta
associada ao maior risco de comeércio de produtos nao inspecionados,
aumentando a probabilidade desses estarem contaminados com patdgenos,
obteve-se que 44,5% dos participantes adquiriam seus produtos no
supermercado, o que corresponde a 12,5% dos casos e 46,8% dos controles.
Outros 6,08% compravam os produtos em padarias, sendo esses 12,5% dos
casos e 5,8% dos controles. Outros 4,7% compravam principalmente produtos
lacteos em mercadinhos de bairro, sendo esses 12,5% dos casos e 4,3% dos
controles. Ja a compra em supermerdados e padarias era realizada por 27,7%
dos individuos, ou 25% dos casos e 28,1% dos controles. Outros 14,1%
compravam os produtos tanto em supermercados como diretamente de
ambulantes ou fazendas, sendo esses 37,5% dos casos e 12,9 dos controles.
Como esperado, nota-se que a compra em estabelecimentos de pequeno porte
ou vendedores informais, € mais comum entre os pacientes positivos para MAP
em suas bidpsias, o que indica que o consumo de produtos lacteos informais

deve estar associado a deteccdo de MAP em intestino humano.

Tabela 6-Distribuigdo de variaveis relacionadas a histérico familiar de agravos intestinais
segundo a detec¢ao de MAP em bidpsias intestinais através da técnica de PCR

Variaveis Total de observacde Casos Controles
(n=148) (%) (%)
n=8 n=140

Possui histérico de agravos intestinais ni

familia
e Sim 38 (25,6) 2 (25,0) 36(25,9)
e Néio 107 (72,2) 6 (75,0) 101(72,7)
e N&o informado 3(2,02) 0(0,00 3(21)
Grau de parentesco
e Pai, mae, filho ou filha 6 (4,0) 0(0,00 6¢(6,5
e Irméo, irma, avb ou avo 12 (8,1) 0(0,0) 12 (46,8
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e Tio, Tia, sobrinho, sobrinha,

bisavd ou bisavo. 18 (12,1) 2 (100) 16 (11,49
e Primo ou prima 5 (3,3) 0(0,00 5(3,57)
Diagnostico obtido
e Crohn 5(3,3) 2 (100) 3(2,2)
¢ Retocolite Ulcerativa 12 (8,1) 0(0,00 12(8,6)
e Outras doencas 18 (12,1) 0(0,00 18(12,8)
e Na&o informado

6 (4,0) 0(0,0) 6 (4,3)

De acordo com a tabela 6, podemos verificar que a maior parte (72,2%)
dos participantes do estudo nao apresenta historico familiar de agravos
intestinai. O perfil segue semelhante quando comparados casos e controles.
Além disso o grau de parentesco mais comum é de 2° ou 3° grau sendo o
diagndstico recebido por esses individuos de outras doengas nao inflamatdrias
intestinais (12,1%) seguido da RCU (8,1%) e da DC (3,3). Dentre os casos,
todos os diagndsticos dados foram de DC. Esses resultados reforgam outros
estudos que demonstram que DNA de MAP é encontrado com uma frequéncia
maior entre pacientes portadores da DC. Acredita-se que os pacientes
infectados podem desenvolver o quadro intestinal na presenga da bactéria
associada a propensao genética para tal, como mutagdes no gene Nod 2
associadas ao processamento alterado de produtos bacterianos (Fiocchi, 2012;
Leite, 2012). Além disso, individuos infectados com o agente podem ser
responsaveis pela contaminacao de seus familiares através do contato direto

ou contaminacéo de fémites.

3.2- Analise dos fatores de risco

A analise bivariada foram consideradas apenas variaveis que pudessem
ser categorizadas em exposto e ndo exposto. Os resultados obtidos
encontram-se na tabela 7.

Apesar das diferengas exibidas na analise univariada, que sugerem
possiveis fatores de risco, apenas a ingestao de leite e derivados informais
demonstrou associagdo estatistica  (Odds= 13,39; IC= 1,57-298; Qui-
quadrado= 9,12; p=0002). Essa associagao ja era esperada uma vez que MAP

€ eliminado por animais portadores da paratuberculose principalmente através
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do leite e fezes. Dessa forma os individuos podem se contaminar através do
consumo de produtos lacteos, principalmente aqueles nao pasteurizados, uma
vez que se sabe que a pasteurizagdo pode nao ser capaz de remover cargas
bacterianas mais elevadas. Isso possivelmente ocorre devido a formagao de
grumos de bactérias, denominados “clumpings” de forma que as bactérias no
interior dos grumos estariam protegidas por aquelas na face externa do
mesmo.(Grant et., al 2002; Carvalho et., al 2012). Aléem da formag&o dos
grumos, MAP também apresenta a formacado de estruturar “spore like” que
podem dificultar sua eliminagao e favorecendo sua sobrevivéncia no ambiente,
como em ambientes aquaticos, visto que MAP ja foi identificado em agua de
consumo e agua bruta. (Mishina et., al 1996; Pierce, 2009; Beumer et., al 2010
Lamont et., al 2012).

Outro fator investigado que demonstrou associacdo estatistica foi o
histérico de agravos intestinais entre familiares (Odds=8,42; 1C=1,44-63,50;
Qui-quadrado= 8,72; p= 0,003), reforcando o descrito por pesquisadores como
Nacy et al (2008), Fiocchi, (2012), Leite, (2012) e Carvalho et al (2012) que
sugerem o envolvimento de MAP em agravos intestinais, principalmente na DC.

Tabela 7-Distribuicdo de variaveis categorizadas em exposto e nao exposto entre casos
e controles e seus resultados a analise bivariada.

Exposto Odds Intervalo de Qui-
Variavel ——— Céﬁ;,o Co(n’\tlr)ole ratio confianga  quadrado vaFI)or
Nao- (OD)  95% (IC) (x?)
exposto
o Grande
'V'U”(;C'plo BH, Fora 4 79
e da capital }
residéncia p 0,77 0,15-3,86 0,13 0,72
Belo 4 61
Horizonte
Exposto 5 69
Ocupagao — 1,62 0,32-8,95 0,42 0,51
Nao 3 67
exposto
Beneficiario
de Exposto 2 13
programa - 9,77 0,88-109,20 6,91 0,008
de beneficio Nao 2 127
social exposto
Renda
familiar Exposto 3 90 0,63 0,12-3,16 0,38 0,53
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Nao

exposto 95
Numero de  Exposto 85
dependentes — 0,61 0,12-3,07 0,46 0,49
da renda Nao 52
exposto
Escolaridad Exposto 71
scolarida - 0,58  0,11-2,95 0,53 0,46
€ Nao 69
exposto
Reside em  EXxposto 46
casa NAo 0,29 0,01-2,48 1,45 0,22
ropria
prop exposto 94
5 d Exposto 21
ona de
residéncia NGO 3,40 0,59-18,20 2,82 0,09
exposto 119
Fonte da EXpOStO 27
agua para — 2,51 0,44-13,16 1,55 0,21
consumo Nao 113
exposto
da agua para NEo 0,00 0,00-11,73 0,55 0,45
consumo exposto 131
DeeStino?[odO Exposto 24
sg -
sanitario NP e 2,88 0,50-15,21 2,07 0,15
exposto
. Exposto 46
umante _ 341  0,67-18,95 2,94 0,08
N&ao 94
exposto
Qual o Exposto 90
diagnéstico Nio 0,87 0,17-4,84 0,03 0,85
47
exposto
A quem
recorre Exposto 41
quando
apresenta 5 0,67 0,09-3,95 0,22 0,63
algum Nao 83
problema ~ €XPOSto
intestinal
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('j:erze(?ounésnucrLao Exposto 8 105 Indefin
de leite e NEo ido Indefinido 2,55 0,11
derivados exposto 0 34
Produtos ~ EXxposto 7 75
mais — 5,97 0,71-132,62 3,45 0,06
consumidos Nao 1 64
exposto
Exposto 8 46
Consumo do leite informal — 13,39 1,57-298 9,12 0002
Nao 1 88
exposto
Exposto 5 12 0.80
Trata leite informal — 4,72 N 4,19 0,04
N&o 3 34 30,37
exposto
Possui historico de agravos Exposto 6 30 1,44
intestinais na familia Nao > 101 8.42 6é,50 8,72 0,003
exposto
Di . biid Exposto 2 15
lagnostico obtido . Indefinido Indefinido 2,25 0,13
N&o 0 18
exposto

Conclusao

e Para a populacdo estudada,

o consumo de leite informal pode ser

considerado um fator de risco para MAP em amostras de bidpsias

intestinais;

e A caracterizagao da populagao sugere alguns possiveis fatores de risco,

como a realizac&o de tratamento cirurgico e histérico familiar de agravos

intestinais, que podem ser confirmados a partir de um estudo com um

numero maior de casos.

112



Anexo | Questionario

QUESTIONARIO

Data: / /

Numero do paciente:

Nome:

__Datade Nascimento:_ / /  Sexo:M:. F

Endereco:

K/Iunicipio Estado

Telefone: ( ) deteccdo de MAP? Sim () Nao( )

Doenca inflamatéria intestinal diagnosticada? Sim () Nao( )

1-Atualmente vocé esta trabalhando?
oa) Sim

o b) Nao

o ¢) Sem resposta

2- Qual sua ocupagao?

3- Essa sempre foi sua ocupacao?
oa) Sim

o b) Nao (Qual foi a ocupagao que
vocé teve por mais

tempo?

o c) Sem resposta

4- Vocé ou alguém da sua familia
participa (participou) de algum
programa de beneficio social? ex: bolsa
familia, projovem, etc.

o a) Sim

(Qual? )

o b) Nao

o ¢) Sem resposta

5- Qual sua renda familiar?

6- guantas pessoas dependem dessa
renda?

7- Vocé possui formagao em:

o a) Pds-graduado(a)

o b) Ensino superior completo
o ¢) Ensino superior incompleto
o d) Ensino médio

o e) Ensino fundamental completo
o f) Ensino fundamental incompleto
o g) Analfabeto

o f) Sem resposta

8- A casa em que vocé residiu mais
tempo em sua vida era?

o a) Prépria

o b) Alugada

o ¢) Outra forma de ocupagéao

o d) Sem resposta

9- Vocé residiu a maior parte da sua
vida em que regiao?

o a)Zona rural

o b)Zona urbana

o ¢) Sem resposta

10- A agua utilizada para consumo
(beber, cozinhar) em sua casa provém
de:

o a) Sistema de abastecimento publico
(Possui tratamento? o©SIM  oNAO
o NAO SEI)

o b) Pogo raso

o ¢) Pogo fundo

o d) Pogo artesiano

o e) Agua mineral

o f)

Outro

0 g) Sem resposta

11- Vocé realiza algum tratamento com
a agua bebida em sua casa?

oa) Sim

(qual? )
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ob) Nao
oc) Sem resposta

12- A 4gua usada em sua casa é
encaminhada para:

o a) Rede de esgoto da cidade

o b) Diretamente em algum rio

o ¢) Fossa séptica

o d) Céu aberto

o e) Outro

o f) Sem resposta.

13- Vocé fuma, ou ja foi fumante?

o a) Sim, sou fumante (__macos/ dia).
o a) Sim, ja fui fumante (__macos/ dia).
o b) Nao

o ¢) Sem resposta

14-Vocé apresenta ou ja apresentou
algum sintoma relacionado ao aparelho
intestinal ?*

o a) Sim:

o diarréia,

o emagrecimento,

o febre,

o dor abdominal,

o massa abdominal,

o fistula enterocutanea, perianal,

o Outro:

o b) Nao ( pule para questao 18)

15- Ha quanto tempo vocé apresentou
o sintoma relacionado ao aparelho
intestinal?

o a)Esse ano

o b) Até 2 anos atras

o c¢) De dois a cinco anos

o d) Cinco a dez anos

o e) Mais de dez anos

o f) Sem resposta

16- Qual foi o diagndstico dado ao
problema?

o a) Retocolite ulcerativa.

o b) Crohn

o ¢) Sindrome do Intestino irritavel
o d) Doenca Celiaca

o e) Cancer de intestino

o f) Doenca diverticular dos célons
o g) Outros.

Qual:

17- Qual o tratamento?
o a) Clinico ( medicamentos orais,
injetaveis). Quais:

__o b) Cirurgico: 1a Intervencéo:
1

2a Intervengao: _/  /

3aIntervengcdo: / /

Outras:

o c¢) Outro. Qual:

o d)Nao houve tratamento.

18- Qual a extensao da doenga?
oa) TGl superior

o b) ileo terminal

o ¢) lleocdlon

o d) Célon

o e) Perianal

o f) Sem resposta

19- O tratamento foi realizado em que
local?

o a) Hospital das clinicas da UFMG

o b) Outro. Qual

20-Com que frequéncia vocé consome
leite e derivados em sua casa?

o a) Mais de uma vez por dia

o b) Diariamente

o c) Trés vezes por semana

o d) Menos de trés vezes por semana
o e) Quinzenalmente

o f) Esporadicamente

o g) Nao consome produtos lacteos

o h) Sem resposta

21- Qual a quantidade consumida por
vocé desses produtos?
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22-Quais os produtos mais consumidos

em sua casa?

o a) Leite UAT (caixinha)

o b) Leite Pasteurizado (saquinho)
o c¢) Leite em po

o d) Leite Informal (do leiteiro)

o e) Derivados feitos com leite
pasteurizado (iogurte, queijos,
requeijao, manteiga..)

o f) Derivados feitos a partir de leite
nao pasteurizado: queijo canastra,
queijo do serro.

o g) Derivados informais (do leiteiro,
fazendas...)

o h) Sem resposta

23- Caso consuma leite e derivados
informais, realiza algum tratamento?
o a) Consomem cru

o b) Consomem fervido

o ¢) Apenas aquece

o d) Nao consomem leite de leiteiros
o e) Sem resposta

24- O que te motiva na escolha do
produto consumido?

o a) Preco

o b) Sabor

o ¢) Facilidade de compra

o d) Outros

o e) Sem resposta

22- Onde costuma comprar esses
produtos?

o a) Supermercado

o b) Mercadinhos de bairro

o c¢) Feira

o d) Padaria

o e) Vendedores ambulantes

o f)

Outros

o g) Sem resposta

23- A quem vocé recorre quando tem
algum problema gastrointestinal?

o a) Ao médico

o b) Toma remédios por conta propria
o ¢) Terapias alternativas (chas, etc.)
o d) Outros

o €) Sem resposta

24- Vocé tem algum parente que tem
ou ja teve algum problema intestinal?

oa) Sim

o b) Nao (fim do questionario)
Qual o grau de parentesco?

o a) Pai/maeffilho/filha

o b) Imao/irma/avd/avéd

o c) Tio/tia/sobrinho/bisavé/ bisavo
o d) primo/prima

25- Qual a idade dessa pessoa ao
diagnéstico?

0 a) Recém-nascido

o b) Até 5 anos

oc)De 5a 10 anos

o d) De 10 a 15 anos

o e) De 20 a 35 anos

o f) De 35 a 50 anos

o g) Mais de 50 anos

o h) Sem resposta.

26-Qual foi o diagnéstico dado ao

problema?

o a) Retocolite ulcerativa.

o b) Crohn

o ¢) Sindrome do Intestino irritavel
o d) Doenca Celiaca

o e€) Cancer de intestino

o f) Doencga diverticular dos colons
o g) Outros. Qual:
o h) Sem resposta.

27- Qual o tratamento?
o a) Clinico ( medicamentos orais,
injetaveis). Quais:

D_b) Cirurgico
o ¢) Outro. Qual:

o d)Nao houve tratamento
0 €) Sem resposta.

28-0 tratamento foi realizado em que
local?

o a) Hospital das clinicas da UFMG

o b) Outro. Qual
o ¢) Nao foi realizado tratamento
o d) Sem resposta.

29-Vocé saberia informar com que
frequéncia essa pessoa consome leite
e derivados em sua casa?

0 a) Mais de uma vez por dia

o b) Diariamente
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o ¢) Trés vezes por semana

o d) Menos de trés vezes por semana
o e) Quinzenalmente

o f) Esporadicamente

o g) Nao consome produtos lacteos

o h) Sem resposta.

30-Quais os produtos mais consumidos
por essa pessoa?

o a) Leite UAT (caixinha)

o b) Leite Pasteurizado (saquinho)
o c¢) Leite em po

o d) Leite Informal (do leiteiro)

oe) Derivados feitos com leite
pasteurizado (iogurte, queijos,
requeijao, manteiga..)

o f) Derivados feitos a partir de leite
nao pasteurizado: queijo canastra,
queijo do serro.

o g) Derivados informais (do leiteiro,
fazendas...)

o h) Sem resposta.

31- Tem conhecimento se ela realiza
algum tipo de tratamento com o leite
consumido?

o a) Consome cru

o b) Consome fervido

o ¢) Apenas aquece

o d) Nao consome leite de leiteiros

o e) Sem resposta

32- A pessoa a que se refere residiu a
maior parte de sua vida em que tipo de
regiao?

o a)Zona rural

o b)Zona urbana

o ¢) Sem resposta.

33-A casa em que essa pessoa reside:
o a) E prépria

o b) E alugada

o ¢) Tem outra forma de ocupagao

o d) Sem resposta.

34- Tem conhecimento de onde
provém a agua usada na casa de seu
parente?

10- A agua utilizada para consumo
(beber, cozinhar) em sua casa provém
de:

o a) Sistema de abastecimento publico
(Possui tratamento? ©SIM  oNAO
o NAO SEI)

o b) Pogo raso

o ¢) Poco fundo

o d) Pogo artesiano

o e) Agua mineral

o f)

Outro

0 g) Sem resposta

35-A agua usada na casa de seu
parente é encaminhada para:

o a) Rede de esgoto da cidade

o b) Diretamente em algum rio

o ¢) Fossa séptica

o d) Outro

o €) Sem resposta.

36- Essa pessoa participa de algum
programa de beneficio social? ex: bolsa
familia, projovem, etc.

o a) Sim(

Qual? )

o b) Nao

o ¢) Sem resposta.

37- Qual a formagao de seu parente?
o a) Pés-graduado(a)

o b) Ensino superior completo

o ¢) Ensino superior incompleto

o d) Ensino médio

o e) Ensino fundamental completo

o f) Ensino fundamental incompleto

o g) Analfabeto

o f) Sem resposta

38- Qual a ocupagao da pessoa
referida?

o Sem resposta.

39- Essa sempre foi a ocupagao dessa
pessoa?

o a) Sim

o b) Nao (saberia informar qual foi a
ocupagao que essa pessoa teve
durante mais tempo em sua

vida?
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39- Esse individuo é ou ja foi fumante?
oa) Sim

o b) Nao

o ¢) Sem resposta.
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Anexo Il Parecer Comité de ética

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0471.0.203.000-10

Interessado(a): Profa. Maria de Lourdes de Abreu Ferrari
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 21 de janeiro de 2011, apds atendidas as solicitacdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Mycobacterium avium
paratuberculosis (MAP): presenca em amostras de leite
pasteurizado e sua relagdo com doenca de Crohn" bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa If - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4392 - c-mail: coepi@prpy.ufmg br
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Anexo lll Agrupamento De Ocupacgoées

Agrupamento 1

Banqueiro; deputado; senador; diplomata; capitalista; alto posto militar (como
general); alto cargo de chefia ou geréncia em grandes organizagoes; alto posto
administrativo no servigo publico; grande industrial (empresas com mais de 100
empregados); grande proprietario rural (com mais de 2.000 hectares); outras
ocupagoes com caracteristicas semelhantes.

Agrupamento 2:

Profissional liberal de nivel universitario (como médico, engenheiro, arquiteto,
advogado, dentista, etc.); cargo técnico-cientifico (como pesquisador, quimico
industrial, professor de universidade, jornalista ou outra ocupagado de nivel
superior); cargo de chefia ou geréncia em empresa comercial ou industrial de
porte médio (10 a 100 empregados); posto militar de tenente, capitdo, major,
coronel; grande comerciante; dono de propriedade rural (de 200 a 2.000
hectares); e outras ocupagdes com caracteristicas semelhantes.

Agrupamento 3:

Bancario; oficial de justica; professor primario e secundario; despachante;
representante comercial; auxiliar administrativo; auxiliar de escritério ou outra
ocupagdo que exija curso de Ensino Fundamental completo, incluindo
funcionario publico com esse nivel de instrucdo e que exerce atividades
semelhantes; posto militar de sargento, subtenente e equivalentes; pequeno
industrial (até 10 empregados); comerciante médio; proprietario rural (de 20 a
200 hectares); e outras ocupagdes com caracteristicas semelhantes.
Agrupamento 4:

Datilégrafo; telefonista; mecandgrafo; continuo; recepcionista; motorista
(empregado); cozinheiro e garcom de restaurante; costureiro; operario
qualificado (que tem um minimo de aprendizado profissional, como mecanico,
grafico, metalurgico, ferramenteiro); porteiro; chefe de turma; mestre de
producao fabril; serralheiro; marceneiro; comerciario, como balconista,
empregado de loja de artigos finos ou de estabelecimento comercial de grande
porte (casa de roupa, sapataria, joalheria, farmacia, drogaria, lojas de

aparelhos domésticos, imobiliarias); funcionario publico no exercicio de
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atividades semelhantes; posto militar de soldado, cabo e equivalentes;
pequeno comerciante; sitiante; pequeno proprietario rural (até 20 hectares); e
outras ocupagdes com caracteristicas semelhantes.

Agrupamento 5:

Operario (ndo qualificado); servente; carregador; empregada doméstica, como
cozinheira, passadeira, lavadeira, arrumadeira; lixeiro; biscateiro; faxineiro;
lavador; garrafeiro; pedreiro; gargom de botequim; lavrador ou agricultor
(assalariado); meeiro; caixeiro de armazém ou de outro pequeno
estabelecimento comercial varejista (quitanda, mercearia, peixaria, lanchonete,
lojas de ferragens); e outras ocupagdes com caracteristicas semelhantes.
Agrupamento 6

Dona de casa, estudante
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Conclusoes gerais

e Em vista dos grandes rebanhos que paises latino-americanos possuem e
a importancia da atividade agropecuaria nos mesmos, assim como o
comeércio (importagao e exportagao) de animais e produtos, o interesse em
MAP pode ser considerado baixo ou ausente para determinados paises.

o Os paises que realizaram o maior numero de pesquisas foram
Brasil, Argentina e Chile.

o As técnicas utilizadas na maioria dos estudos foram o cultivo, o
ELISA e a PCR. Estudos para a caracterizagdo molecular das
cepas encontradas n&do sédo costumeiramente realizados.

e Com relagao a deteccao de MAP na agua

o MAP foi identificado em amostras de agua para consumo humano
e animal em propriedades de caprinocultura leiteira amostradas na
Zona da Mata mineira.

e A anadlise univariada dos dados dos questionarios aplicados aos
proprietarios das propriedade de caprinocultura leiteira da Zona da Mata
aponta possiveis fatores de risco, que se destacaram na analise
univariada.

e Com relagao ao estudo caso-controle pode-se concluir

o Para a populagdo estudada, o consumo de leite informal e o
histérico familiar de agravos intestinais podem ser considerados
fator de risco para MAP em amostras de bidpsias intestinais;

o A caracterizagdo da populagado sugere alguns possiveis fatores de
risco, como a realizagao de tratamento cirurgico e historico familiar
de agravos intestinais, que podem ser confirmados a partir de um

estudo com um numero maior de casos.

123



