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Paratuberculosis (Johne's disease) is a granulomatous enteritis of ruminants caused
by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis. Epidemiology, clinic-pathological and
laboratorial aspects of paratuberculosis in a dairy cattle herd are described. The disease
was diagnosed from 2006 to 2009 in eight cows that presented chronic-intermittent diarrhea
and chronic weight loss, in the Rio Claro municipality, Rio de Janeiro. At necropsy, the
subserosal lymphatic vessels were proeminent and dilated, mesenteric nodes were
enlarged and intestinal mucosa was corrugated, thickened and of microgranular aspect.
From duodenum to the rectum, histopathology revealed severe and diffuse granulomatous
inflammation of the lamina propria and submucosa, broadened and distorted villi, dilatation
of the lymphatic vessels in their apex, lymphangioectasia and granulomatous lymphangitis
in the submucosa. Ziehl-Neelsen stain showed variable amounts of acid-fast bacilli in
macrophages, in Langhans giant cells and freely in the mucosa and submucosa of the
small intestine, colon and lymphnodes. In some cows, the lamina propria presented
severe hypertrophy, mainly in the jejunum and ileum. Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis was isolated through bacterial cultivation of samples taken from feces,
intestinal mucosa and milk, and identified through 1IS900 PCR. From 298 cows older
than three years, the percentage of reactive animals was 40% by indirect ELISA test.
The diagnosis of paratuberculosis was based on clinic-epidemiological data, serology,
bacterial isolation in Herrold egg yolk medium with micobactin and on 1IS900 PCR. After
the adoption of control measures, as slaughter of cows with clinical signs, selective
slaughter of seropositive cows, removal of the calf from the dam at birth, and use of the
colostrum bank, we observed a reduction from six clinical cases to only one case per
year, in the last three years of the study.

INDEX TERMS: Diseases of cattle, paratuberculosis, Mycobacterium avium subsp. paratubercu-
losis, diagnosis, control.
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RESUMO.- A paratuberculose ou doenca de Johne é uma
enterite granulomatosa causada por Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis. Descrevem-se 0s aspectos epi-
demiolégicos, clinico-patoldgicos e laboratoriais da para-
tuberculose em rebanho bovino leiteiro no municipio de
Rio Claro, regido Sul do Estado do Rio de Janeiro. No pe-
riodo de 2006 a 2009, oito vacas adultas da raga Girolanda
apresentaram diarreia cronico-intermitente e perda progres-
siva de peso. A necropsia, observaram-se linfonodos me-
sentéricos aumentados de volume e umidos ao corte, va-
sos linfaticos subserosos das alcas intestinais proeminen-
tes, serosa do intestino com aspecto anelado e cerebroide
€ a mucosa espessada, pregueada e com aspecto micro-
granular. A microscopia havia, desde o duodeno até o reto,
inflamagéo granulomatosa difusa, marcada dilatacdo dos
vasos linfaticos no apice das vilosidades, linfangiectasia
e linfangite granulomatosa na submucosa, muscular e
serosa. A inflamag&o granulomatosa também foi vista nos
linfonodos mesentéricos. A coloracdo de Ziehl-Neelsen
revelou variavel quantidade de bacilos alcool-acido resis-
tentes no interior de macrofagos, de células gigantes de
Langhans e livres na mucosa e submucosa dos intestinos
delgado e grosso e em linfonodos mesentéricos. Em al-
guns animais, a lamina prépria da mucosa, principalmente
do jejuno e ileo exibia acentuada hipertrofia. Mycobacte-
rium avium subsp. paratuberculosis foi isolado em cultivo
bacteriano de Herrold com micobactina, a partir de amos-
tras de fezes, de raspado de mucosa intestinal e de leite e
identificado pela técnica de PCR 1S900. Através da avali-
acao sorologica semestral, foram analisadas 298 vacas
do mesmo rebanho a partir de trés anos de idade, obser-
vou-se cerca de 40% de animais reagentes ao teste ELISA
indireto no periodo estudado. O diagndstico da paratuber-
culose foi baseado nos dados clinico-patolégicos, na so-
rologia, no isolamento e identificacao do agente através
de cultivo bacteriano e PCR 1S900. Apds implementagao
de medidas de controle, tais como eliminacao de animais
doentes, abate seletivo dos animais soropositivos, sepa-
racdo dos bezerros ao nascer e utilizacdo de banco de
colostro, observou-se, nos trés anos de estudo, diminui-
¢ao da ocorréncia de casos clinicos no rebanho, de seis
€asos por ano para cerca de um caso por ano.

TERMOS DE INDEXACAO: Doencas de bovinos, paratuber-
culose, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, diag-
nostico, controle.

INTRODUCAO

A paratuberculose ou doenga de Johne é uma enterite in-
fecciosa de natureza granulomatosa incurdvel, causada
por uma bactéria alcool-acido resistente (BAAR), Myco-
bacterium avium subsp. paratuberculosis (Map), que repli-
ca nos macrofagos da lamina propria do intestino delgado
e grosso. A doenca caracteriza-se por diarreia crOnica e
intermitente, emagrecimento, queda da producao e da fer-
tilidade e aumento da susceptibilidade a outras infecgcoes.
Bezerros com menos de 30 dias sdo os mais susceptiveis
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e os sinais clinicos comegam a aparecer cerca de trés
anos apos a infeccao (Hagan 1938). Devido a lenta disse-
minagao e ao carater crénico, 0s prejuizos econébmicos
s80 mascarados pelas alteracdes secundarias a infecgéo
por Map, como mastite, disfun¢des reprodutivas e dimi-
nuicao da produtividade (Johnson-Ifearulundu & Kaneene
1997). Os produtores que reconhecem a impossibilidade
dos animais se recuperarem da diarreia, mesmo apds tra-
tamento, procuram abater o animal no intuito de evitar pre-
juizos na venda da carcaca; essa conduta mascara o pro-
blema, mantém a enfermidade sem diagndstico no reba-
nho e ainda contribui para a disseminagéo da doenca. Esta
enfermidade tem importancia consideravel nao sé em rela-
¢a0 aos prejuizos causados a industria leiteira, mas tam-
bém devido a possivel participagdo do Map na doenca de
Crohn no homem, que se caracteriza por inflamacgéo intes-
tinal crénica principalmente no ileo, podendo afetar outras
porcdes do trato digestivo (Chiodini 1989).

Os objetivos deste estudo foram constatar que a para-
tuberculose ocorre na regiao Sul-Fluminense, caracterizar
0s aspectos epidemiolégicos, clinico-patolégicos e labo-
ratoriais da enfermidade no rebanho estudado, através do
isolamento e identificagcdo de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis em amostras de tecido intestinal, fezes
e leite, através de cultivo bacteriano e PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase) IS900, bem como estimar a frequ-
éncia de animais reagentes ao teste ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assays) para detecgao de anticorpos con-
tra 0o Map, através do monitoramento soroldgico semestral
do rebanho e implementar estratégias de controle da infec-
¢ao visando reduzir a ocorréncia de casos clinicos no re-
banho no periodo estudado.

MATERIAL E METODOS

Histdrico e sinais clinicos

As informagbes sobre a doenga no rebanho foram obtidas
junto aos técnicos responsaveis pela propriedade situada no
municipio de Rio Claro, regiao Sul do Estado do Rio de Janeiro.

Controle.

Durante os anos de 2006 a 2009, foram implementadas
modificagbes no manejo e na alimentacdo dos animais, tais
como: eliminagdo de animais com diarreia, abate seletivo de
vacas que apresentavam altas concentragbes de anticorpos no
teste ELISA, que tinham mastite recidivante, problemas repro-
dutivos e ou idade avancada, separacdo dos bezerros das va-
cas logo apds o nascimento e utilizagdo de banco de colostro.

Sorologia

De 2006 a 2009 foram realizadas coletas sanguineas
semestrais de 298 vacas, a partir de trés anos de idade, que
totalizou 904 amostras. O sangue foi obtido por pungé@o na
veia coccigea; o material foi centrifugado e o soro acondici-
onado em tubos “Eppendorf’, congelado a -20°C e enviado
ao Laboratorio de Bacteriologia (LABACVET) da Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), local de rea-
lizagdo do teste. Os soros foram processados para detec-
cado de anticorpos contra Mycobacterium avium subsp. pa-
ratuberculosis, pelo teste ELISA indireto.
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Utilizou-se o antigeno protoplasmatico (PPA-3) liofilizado
extraido de Mycobacterium spp. (Allied Monitor). As placas de
ELISA (Immulon 2HB) foram sensibilizadas com 50uL de
antigeno (10mg/ml) diluidos em 10mL de tamp&o carbonato
0,05M, pH 9,6 e incubadas a 6°C por no minimo 6 horas. Em
seguida, foram lavadas com solugéo salina “tween” por trés
vezes. As amostras de soro foram diluidas e adsorvidas, a
igual volume (200pL), em uma suspensao de M. phlei (5mg/
mL) e permaneceram por 8 horas sob refrigeracdo. Apods se-
rem centrifugadas a 2000rpm por 3 minutos, 40uL do sobrena-
dante foram diluidos em 2mL de PBS/tween80/gelatina
(PBSTg,G), resultando numa dilui¢do final de 1:100. O soro
adsorvido e diluido (100pL) foi colocado em cada pogo da
placa sensibilizada, em triplicata, e as placas foram incubadas
por 1 hora a 6°C. Em seguida, foram lavadas por trés vezes
com PBST,,G a 6°C e secadas. Adicionou-se ent&o, 100uL de
conjugado anti-lgG bovino (Sigma) com peroxidase produzido
em coelho, diluido a 1:20000 e colocado em cada pog¢o da
placa, incubando-as durante 1 hora sob refrigeragéo. Apds
esse tempo, as placas foram lavadas rapidamente com
PBST,,G por trés vezes e 100uL de solugéo contendo tampé&o
citrato pH 4 (10mL), 15uL de substrato ABTS ([2,2]azinobis|[3-
ethyl]oenzthiazolin sulfonic acid) e 35uL de H,0O,, foram adici-
onados em cada poc¢o e logo apds incubadas a 20°C por cerca
de 10 minutos. Finalmente, realizou-se a leitura em espectofo-
témetro, utilizando-se leitor de ELISA (Labsystems Multiskan
MCC/340) com filtro 405nm; os valores das amostras foram
considerados quando a densidade optica do controle positivo
atingiu 0,220 + 10%, e o controle negativo 0,060. A amostra foi
considerada positiva quando a média das trés densidades
Opticas (DO) da amostra testada, dividida pela média dos trés
valores do controle negativo (indice ELISA), foi igual ou supe-
rior a 2,1, suspeito quando se obteve indice ELISA de 1,5a 2,0
e negativo quando o valor foi de 1,0 a 1,4.

Isolamento bacteriano

Amostras fecais. De 2006 a 2008, realizaram-se quatro
coletas de fezes (uma a cada semestre) totalizando 203 amos-
tras de cerca de 100g cada. As fezes foram coletadas direta-
mente da ampola retal, acondicionadas em recipientes plasti-
cos com tampa, identificadas, refrigeradas e transportadas ao
LABACVET da UFRGS, onde foram processadas para cultivo
bacteriano em meio Herrold com micobactina. Apés a homo-
genizacao, 1-2g de fezes foram diluidas em 30mL de agua
destilada estéril em um tubo cénico com tampa e submetidos a
agitacdo por 30 minutos. Em seguida, adicionou-se 30 mL de
cloreto de hexadecilpiridinio a 0,9% (HPC, Sigma Chemical
Co.) e foram colocadas novamente em agitacdo por 30 minu-
tos e em descanso para sedimentagdo das particulas maiores
por 15 minutos. Retirou-se 5 ml do sobrenadante que foram
colocados em outro recipiente e misturados a 30 ml de HPC;
apdés adequada homogeniza¢do manteve-se a mistura em tem-
peratura de aproximadamente 21°C overnight. A solugéo foi
submetida novamente a centrifugacéo por 20 minutos; o so-
brenadante foi descartado e o sedimento foi misturado a 1mL
de antimicrobianos (vancomicina, neomicina e anfotericina).
Meio de cultivo especifico de Herrold com gema de ovo (HEYM,
Herrold egg yolk medium) foi utilizado para proporcionar o
crescimento da micobatéria (Stabel 1997). Utilizaram-se qua-
tro tubos para cada amostra e em cada uma delas adicionou-
se 100iL da mistura, sendo que em dois tubos adicionou-se
micobatina J (Allied Monitor, Inc.). Os meios foram mantidos

em estufa a 37°C por um periodo de 4-6 meses, sob observa-
¢cao quinzenal.

Para identificacdo do Map foi considerado o tempo de cres-
cimento, a morfologia das coldnias, coloracao de Ziehl-Neelsen
(ZN) e dependéncia a micobactina (Collins 1996, Manning &
Collins 2001). Para a caracterizacdo molecular do Map, as
colbnias isoladas foram submetidas a PCR para amplificacao
da insercdo genética 1S900 especifica do Map (Whittington et
al. 1998).

Amostra de leite. Coletaram-se cerca de 100mL de leite
do tanque de armazenamento coletivo, obtido de quatro orde-
nhas consecutivas. A amostra foi acondicionada em recipiente
de vidro estéril, refrigerada e enviada ao LABACVET da
UFRGS, para isolamento do agente bacteriano. O processa-
mento foi semelhante ao do cultivo bacteriano das amostras
de fezes, com modificagdo na concentragcdo do HPC, que foi
utilizado a 0,7% (Stabel 1997).

PCR 1S900

Para caracterizacao molecular da espécie, as coldnias iso-
ladas foram submetidas a técnica de PCR 1S900. Apds exame
visual dos meios de cultivo Herrold com micobactina, fez-se
esfregago das colénias morfologicamente compativeis com
Map e, em seguida, a coloracdo de ZN. As amostras positivas
nesta coloracdo foram submetidas ao teste PCR 1S900 no La-
boratério de Genética da UFRGS. Em “eppendorf” uma a duas
colbnias foram diluidas em 50uL de agua destilada estéril e
colocadas em banho maria a 100°C, por 20 minutos. Utilizou-
se o seguinte protocolo: tampao de PCR 1x; 10pmol de cada
primer do I1S900 do Map P90 (5-GAAGGGTGTTCGGGGCCG
TCGCTTAGG) e P91 (5-GGCGTTGAGGTCG ATCGCCCAC
GTGAC); 0,4mM de cada dNTP; 1,5mM de MgCl, e 1Ul de taq
polimerase. A amplificacao foi realizada em tubos de 550uL em
termociclador com 96 lugares sob as seguintes condig¢oes:
desnaturacao inicial de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos compos-
tos dos passos de desnaturagéo a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 62°C por 15 segundos, extensao a 72°C por 1
minuto e extensao final de 5 minutos. Os produtos de aproxima-
damente 400pb, foram analisados e avaliados pela eletroforese
a 100V em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo,
segundo a técnica descrita por Whittington et al. (1998), com
modificagdes. Para controle positivo e negativo foram utilizadas
uma cepa referéncia de Map e outra de Mycobacterium bovis,
respectivamente, do LABACVET/UFRGS.

Necropsia e histopatologia

Nos trés anos de estudo, 15 animais com ou sem sintomato-
logia de paratuberculose foram necropsiados na fazenda em
estudo. Alguns deles morreram naturalmente e outros foram
submetidos a eutanasia conforme prescricdo das normas de
bem estar animal (COBEA 1979). Durante as necropsias foram
avaliados e coletados fragmentos de diversos 6rgaos, as amos-
tras foram fixadas em solugao de formol a 10% tamponada com
carbonato de célcio. Em recipientes separados e identificados,
fragmentos de diferentes por¢coes do trato intestinal e de linfono-
dos mesentéricos foram coletados. O processamento dos teci-
dos foi realizado pelos métodos usuais para exame histoldgico,
embebidas e incluidas em parafina, cortadas a 5y e coradas
pela hematoxilina-eosina (HE). Cortes de todas as sec¢des de
intestino delgado e grosso, linfonodos mesentéricos e outros
orgaos que apresentaram infiltrado inflamatdrio granulomatoso
foram corados pela técnica de Ziehl-Neelsen.

Pesqg. Vet. Bras. 30(11):921-932, novembro 2010
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Quadro 1. Animais com lesées tipicas de paratuberculose a necropsia e exames
laboratoriais positivos, oriundos de rebanho bovino leiteiro no
municipio de Rio Claro, RJ

Identificagédo Idade Data da Intensidade das lesbes Exames SAP¢
do animal necropsia Intestinais & necropsia  laboratoriais
e histopatologia® positivos
493 6 anos 19.04.2006 +++ Histopatologia 30802
507 6 anos 23.05.2006 +++ Histopatologia  30810-30813
498 6 anos 06.07.2006 +++ Histopatologia  30819-30821
174 N&o necropsiadoP +++ Histopatologia 30908
ELISA
Cultivo fecal
PCR 1S900
295 5 anos 22.12.2007 +++ Histopatologia  31138-31147
ELISA
Cultivo fecal
PCR 1S900
500 8 anos 09.09.2008 ++ Histopatologia  31596-31604
ELISA
Cultivo fecal
PCR 1S900
190 7 anos 31.08.2008 + Histopatologia  31588-31595
ELISA
335 5 anos 20.04. 2009 +++ Histopatologia  31774-31781
ELISA

2 4++4+ LesOes acentuadas, ++ moderadas, + leves.

b Material recebido para histopatologia.

¢ SAP = Registro do exame histopatolégico no Setor de Anatomia Patoldgica, Projeto Sanidade Animal

Embrapa/UFRRJ.

RESULTADOS

Historico

Para a formacgéao do rebanho da propriedade estudada,
bovinos da raga Girolanda foram trazidos do municipio de
Resende, Estado do Rio de Janeiro. Segundo informagdes,
desde 2005 até a ocasiao da primeira visita a propriedade,
no inicio de 2006, cerca de sete vacas haviam apresenta-
do quadro de emagrecimento progressivo, diarreia crénica
nao responsiva as terapias antidiarreicas convencionais e
morreram naturalmente. A partir de 2006, dentre as 15 va-
cas necropsiadas, sete apresentaram quadro clinico su-
gestivo de paratuberculose, acompanhado de mastite
recidivante, disturbios reprodutivos ou idade avancada e
baixa produtividade (Quadro 1). Todos os animais acome-
tidos eram vacas adultas, crias da fazenda, em fase de
lactacéo ou secas. O veterinario responsavel informou que
nos exames de tuberculinizacdo com teste cervical com-
parativo, realizados no rebanho, havia acentuada reacao
positiva para a tuberculina aviaria.

Sinais clinicos

Em geral, os animais apresentavam emagrecimento
progressivo, estado nutricional regular a ruim, apatia, dimi-
nuicdo e até parada da produgéo de leite, diarreia cronica
profusa e intermitente, inicialmente verde-oliva, depois
amarronzada a enegrecida, eliminada muitas vezes sob
forma de jatos (Fig.1). Muco e estrias de sangue, eventu-
almente, eram observados nas fezes. Problemas reprodu-
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tivos e mastite recidivante, eram as complicacbes mais
frequentes desse rebanho.

Controle

Em 2006, apds abate dos animais que ja apresenta-
vam diarreia, ocorreram mais dois casos clinicos de pa-
ratuberculose no rebanho. Em 2007, 2008 e 2009 obser-
Vou-se uma vaca com diarreia a cada ano. Nos trés anos
de estudo, notou-se consideravel diminuicao de animais
com sinais clinicos no rebanho, de seis casos clinicos

+ A

3 ; L SRS
Fig.1. Vaca 498, com paratuberculose no municipio de Rio
Claro, RJ. Animal magro com diarreia profusa eliminada
sob forma de jato.



Aspectos clinico-patoldgicos e controle da paratuberculose em rebanho bovino leiteiro 925

a cada ano para cerca de um caso clinico por ano. Nes-
se periodo foram abatidas aproximadamente 60 vacas
que apresentavam altos indices de anticorpos no teste
ELISA, mastite recidivante, problemas reprodutivos e
ou idade avancada.

Isolamento bacteriano

Dentre as 203 amostras de fezes submetidas ao isola-
mento bacteriano em meio Herrold com micobactina, 14
amostras (7%) apresentaram colOnias com caracteristicas
compativeis com Map (Fig.2), tais como crescimento len-
to, coloragao alcool-acido resistente (Fig.3) e dependéncia
a micobactina. As amostras de raspado de mucosa intes-
tinal (Vaca 174) e leite, processadas para cultivo bacteria-
no, igualmente apresentaram colénias compativeis. Nas
demais amostras nao houve crescimento do agente apds
24 semanas de incubacao, e ou, a contaminagao inviabili-
zou a visualizagédo de coldnias tipicas.

Fig.2. Colbnias bacterianas de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis, isoladas em meio Herrold com
micobactina, de amostra fecal da Vaca 174, no municipio
de Rio Claro, RJ.

I R

N

T

Fig.3. Esfregaco das coldnias bacterianas isoladas em meio
Herrold a partir de amostras de fezes, evidenciando bacilos
alcool acido resistentes, da Vaca 500 com paratuberculo-
se, no municipio de Rio Claro, RJ. Ziehl-Neelsen, obj.100x.

PCRI1S900

Das 15 amostras (14 de fezes e uma de leite) isoladas
em HEYM com micobactina compativeis com Map, cinco
(quatro de fezes e uma de leite) apresentaram amplificagao
do material genético no teste PCR 1S900. Col6nias isoladas
de amostras de leite do tanque coletivo e de fezes das va-
cas 174, 295, 491 e 500 foram positivas; ja amostras oriun-
das de fezes das vacas 0185, 242, 230, 245, 298, 352, 509,
518, 568 e 1247, apesar de serem morfologicamente com-
pativeis com Map foram negativas no referido teste.

ELISA

De 2006 a 2009, foi feita avaliacdo anual pelo teste
ELISA indireto e observou-se aproximadamente 40% de
vacas reagentes. Os dados obtidos constam na Figura 4.

44%

39% 0%
I I | l

2006 2007 2008 2009

Fig.4. Frequéncia de vacas reagentes ao teste ELISA em reba-
nho leiteiro com paratuberculose, no municipio de Rio Cla-
ro, RJ, nos anos de 2006-2009.

% soropositivos

Achados de necropsia

De 15 vacas necropsiadas na propriedade, sete apre-
sentaram evidéncias macroscopicas de paratuberculose
(Quadro 1). Os outros animais necropsiados morreram por
diversas causas, tais como, queda de barrancos, edema
maligno, fratura de membro, atolamento, abscesso hepati-
co, entre outros, e nao foram observadas lesdes macro e
microscopicas compativeis com paratuberculose. Os prin-
cipais achados foram:

Vasos linfaticos. Os vasos linfaticos mesentéricos
estavam evidentes, esbranquicados, por vezes tortuosos
com aspecto varicoso, sob a serosa das algas intestinais
(Fig.5).

Linfonodos mesentéricos. Em geral, apresentavam
acentuado aumento de volume, umidos protraidos ao cor-
te, com areas multinodulares irregulares e brancacentas
na regiao cortical e medular (Fig.6) e com acumulo de li-
quido de aspecto leitoso no seio medular.

Intestino delgado. A serosa estava espessada com
aspecto anelado e/ou cerebroide. A abertura, o duodeno
das Vacas 493 e 507 apresentava a mucosa espessada,
enrugada com superficie irregularmente avermelhada e
havia nodulagdes com aspecto polipoide (Fig.7 e 11). O
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Fig.5. Alca intestinal com vasos linfaticos subserosos espes-
sados, esbranquigados e tortuosos (aspecto varicoso) na
paratuberculose em rebanho bovino leiteiro, no municipio
de Rio Claro, RJ. (Vaca 335)

Fig.7. Mucosa duodenal espessada, avermelhada, com as-
pecto enrugado e com projecbes polipoides na Vaca 493
com paratuberculose.

Fig.9. Valvula ileo-cecal com nddulos hemorragicos; tecidos

adjacentes (ileo terminal e ceco) espessados com aspecto
microgranular, na Vaca 335 com paratuberculose.
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Fig.6. Linfonodo mesentérico tumefeito, ao corte com areas
claras protruidas na Vaca 498 com paratuberculose.

Fig.8. Mucosa de ileo espessada com &areas avermelhadas,
pregueadas e com aspecto granular, na Vaca 335 com
paratuberculose.

Fig.10. Cdlon distal espessado com evidente pregueamento
da mucosa, projecdes papiliformes e areas avermelhadas
irregulares, na Vaca 335 com paratuberculose.
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jejuno e o ileo exibiam, igualmente, a mucosa espessada,
enrugada, com areas avermelhadas e com aspecto
finamente granular (Vacas 295, 335, 498 e 507) (Fig.8); na

15 : e

Fig.11. Aspecto polipoide da mucosa do duodeno da Vaca
507 com paratuberculose. Lamina corada com HE.

Fig.13. Infiltrado mononuclear e hipertrofia das fibras muscula-
res da lamina prépria da mucosa do jejuno, da Vaca 500
com paratuberculose. HE, obj.16x.

Fig.15. Ectasia, perilinfangite e endolinfangite granulomatosa
com células gigantes em vaso linfatico da submucosa de
ileo, na Vaca 174 com paratuberculose. HE, obj.10x.

maioria dos animais, essas lesdes intensificavam-se do
terco final do jejuno até o final do ileo. Nas Vacas 335,
498, 500 e 507 as placas de Peyer estavam evidentes e

- Che S Pl Sy e TR P

Fig.12. Aspecto ‘arboriforme’, dilatacdo de criptas e hipertrofia
da lamina prépria da mucosa do duodeno, na Vaca 507
com paratuberculose. HE, obj.10x.

Fig.14. Hipertrofia da muscular da mucosa de duodeno com
infiltragdo mononuclear, na Vaca 507 com paratuberculo-
se. HE, obj.10x.

Fig.16. Infiltragéo inflamatdria mononuclear na submucosa do
ileo com proliferacao fibroblastica ao redor dos plexos de
Meissner, na Vaca 174 com paratuberculose. HE, obj.25x.
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salientes e exibiam aspecto de fitas. O conteudo do intes-
tino delgado era liquido e a coloragéo variava desde ama-
relado a verde-oliva claro, até marrom escuro.

Intestino grosso. A valvula ileo-cecal em geral estava
edemaciada, com a mucosa espessada, de aspecto gra-
nular (Vacas 295 e 335), avermelhada (Vaca 190) ou com
nddulos hemorragicos (Vacas 295, 335 e 498) (Fig.9). O
ceco apresentava-se dilatado, com a mucosa espessada
com areas avermelhadas e superficie granular, o que con-
feria um aspecto pavimentoso (Vacas 498, 295 e 335)
(Fig.9). O conteudo era semi-liquido a liquido, em geral de
cor verde-oliva. A mucosa do célon exibia acentuado es-
pessamento, pregueamento (Vacas 295 e 335), nodula-
coes (Vaca 335) (Fig.10), areas avermelhadas e aspecto
granular (Vacas 493, 295 e 335). O conteudo variava de
pastoso a liquido verde-oliva escuro. O reto igualmente
apresentava-se espessado, com aspecto granular e com
areas avermelhadas irregulares na mucosa (Vacas 295 e
335) e conteudo semi-liquido a liquido.

Demais 6rgaos. Os linfonodos superficiais e de outras
visceras, por vezes estavam aumentados de tamanho e,
na maioria dos casos, 0 aspecto macroscopico acompa-
nhava o descrito para os linfonodos mesentéricos. No co-
racao da Vaca 500, havia no endocardio, abaixo da valvu-
la semilunar adrtica, areas esbranquigadas, sob forma de
placas irregulares e a intima da aorta abdominal com a
superficie irregular, rugosa, firme e esbranquigcada.

Alteracoes histolégicas

Os achados histologicos mais importantes foram ob-
servados no intestino e nos linfonodos mesentéricos. As
lesbes foram semelhantes entre os animais necropsiados
e entre as sec¢bes do intestino avaliadas e diferiram ape-
nas em intensidade (Quadro 1).

Linfonodos mesentéricos. Nos seios subcapsulares
e na regiao medular observou-se infiltrado inflamatério gra-
nulomatoso rico em macrofagos epitelioides e em células
gigantes do tipo Langhans; por vezes havia eosindfilos;
proliferacao fibroblastica e de vasos linfaticos nos seios
medulares. Verificou-se variagao na densidade de BAAR
no interior de macréfagos e de células gigantes de Lan-
ghans entre os diversos linfonodos avaliados e entre os
animais necropsiados.

Intestino delgado. Na mucosa desde o duodeno até o
ileo observaram-se infiltragéo linfoplasmocitaria, macrofa-
gos epitelioides e células gigantes de Langhans e numero-
sos BAAR foram evidenciados pelo ZN. Em variadas areas
havia marcada dilatagéo dos vasos linfaticos, especialmente
no apice das vilosidades. No lumen de algumas criptas dila-
tadas havia neutrdfilos e debris celulares. Os foliculos
linféides das placas de Peyer, por vezes, apresentavam
infiltracdo inflamatdria granulomatosa. Observou-se ainda,
hipertrofia de fibras musculares lisas da lamina prépria, prin-
cipalmente em jejuno (Fig.13) e ileo. A muscular da mucosa
também apresentou areas de hipertrofia, por vezes acom-
panhadas de infiltracao inflamatdria granulomatosa por en-
tre as fibras musculares (Fig.14). As lesdes polipoides ob-
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servadas no duodeno correspondiam a marcada hipertrofia
da muscular da mucosa, a hipertrofia da lamina prépria e a
hiperplasia de glandulas duodenais, o que conferia um as-
pecto “arboriforme” & mucosa (Fig.12). Na submucosa, em
geral, do jejuno e ileo, observaram-se proliferacédo
fibroblastica, congestao, perivasculite, leucocitostase, lin-
fangiectasia, perilinfangite e linfangite granulomatosa; mui-
tas vezes havia macrdéfagos epitelioides e células gigantes
de Langhans ocluindo total ou parcialmente o lumen de va-
sos linfaticos (endolinfangite) (Fig.15). Foi observada
perineurite dos plexos de Meissner que, por extensao da
lesdo, apresentavam-se envoltos por fibrose e inflamacao
da mesma natureza (Fig.16). A camada muscular, por ve-
zes, apresentou fibrose focal e infiltrado inflamatério com
macrofagos e células gigantes entre os feixes de fibras
musculares e ao redor dos plexos nervosos de Auerbach
(perineurite) (Fig.17), além de linfangiectasia e linfangite.
Essas alteragdes também foram observadas na serosa, com
maior intensidade nos casos mais severos (Fig.18).

infiltrado inflamatério granulomatoso na camada muscular
do ileo, na Vaca 174 com paratuberculose. HE, obj.16x.

Fig.18. Serosa do ileo com ectasia de vasos linfaticos e
perilinfangite mononuclear na Vaca 335 com paratubercu-
lose. HE, obj.10x.
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Intestino grosso. As mucosas da valvula ileo-cecal,
ceco, colon e reto apresentaram congestao, infiltragéo infla-
matdria mononuclear rica em macrofagos epitelioides e va-
riavel quantidade de BAAR observados pela coloracao de
ZN. Na muscular da mucosa do ceco, célon e reto observa-
ram-se areas de espessamento e infiltrado inflamatério
mononuclear multifocal. Na submucosa do ceco, célon e
reto observaram-se dilatacéo dos vasos linfaticos, infiltra-
¢ao por células linfoplasmocitarias, macrofagos e células
gigantes de Langhans e prolifera¢éo fibroblastica. Na cama-
da muscular do cdlon havia infiltragdo granulomatosa entre
os feixes musculares. Na serosa do colon, por vezes, havia
dilatagao dos vasos linfaticos com infiltragao mononuclear.

DISCUSSAO

Histdrico e sinais clinicos.

O rebanho era proveniente de Resende, RJ, local onde
jahavia descricao de casos clinicos da enfermidade (Ferreira
et al. 2003). E provavel que os animais foram adquiridos ja
infectados para a formagéo do rebanho. Em trés anos de
estudo, um dos resultados mais importantes foi a reducao
do numero de animais com sinais clinicos da paratubercu-
lose, de seis casos clinicos por ano para um caso a cada
ano. A partir desta observacgéo, supde-se que a eliminacao
de animais com diarreia proporcionou um ambiente com
menor carga de Map, o que provavelmente, minimizou as
possibilidades de infecgao de novos animais. Na paratuber-
culose, as fezes se apresentam tipicamente homogéneas,
nao hemorragicas e sem muco (Buergelt et al. 1978, Clarke
1997), esses aspectos foram comumente observados nos
animais da propriedade estudada. A diarreia e 0 emagreci-
mento sdo os sinais clinicos mais caracteristicos dessa
enfermidade em bovinos (Whitlock & Buergelt 1996) e ocor-
rem como consequéncia da infiltragao inflamatdria granulo-
matosa no intestino que provoca ma absorgao de nutrientes
e perda progressiva de peso sem, no entanto, interferir no
apetite dos animais. Todos esses sinais estiveram presen-
tes nos animais deste estudo. E importante ressaltar que,
apesar do classico para a enfermidade ser de animais ma-
gros, algumas vacas apresentavam escore corporal regu-
lar, o0 apetite mantinha-se normal, apresentavam diarreia in-
termitente e, a necropsia, as lesdes eram caracteristicas
da doenga, como o que ocorreu em quatro animais por nés
estudados (Vacas 493, 507, 190 e 500).

Isolamento bacteriano

O baixo numero de amostras fecais, das quais foi pos-
sivel isolar o agente bacteriano, pode estar associado a
fatores como a eliminacao intermitente do patdgeno pelas
fezes, a ndo adaptacéo da cepa ao meio de cultivo e baixa
sensibilidade da técnica (Whitlock & Buergelt 1996). As
técnicas de cultivo fecal possuem algumas desvantagens
tais como a necessidade de cuidados especiais, desde a
coleta das amostras até a colocacao do in6culo no meio,
incluindo a alta qualidade de controle do meio, bem como
o prolongado tempo de incubacao (aproximadamente 16
semanas) e o alto custo (Whitlock et al. 2000). O isola-

mento do Map na amostra de leite provavelmente esta re-
lacionado a higienizagao inadequada no momento da orde-
nha, fato que possivelmente causou a contaminacgao do
leite estocado no tanque, do qual a amostra foi coletada.
Deve-se levar em consideragcao que Ayele et al. (2005)
demonstraram que vacas subclinicas podem eliminar Map
através do leite, cuja micobactéria pode ocasionalmente
sobreviver a pasteurizagéo. Carvalho (2008) também de-
tectou o Map a partir de técnicas moleculares, em amos-
tra de leite oriunda de uma vaca com sinais clinicos da
paratuberculose. A importancia deste achado se justifica
nao so no possivel papel do Map no desencadeamento da
doencga de Crohn em seres humanos (Hermon-Taylor &
Bull 2002), mas também na infecgé&o de novos bezerros e
manutengao da doencga no rebanho (Sweeney 1996).

PCRI1S900

Das amostras submetidas ao PCR 1S900, 29% apre-
sentaram amplificacdo do material genético. Técnicas do
protocolo adotado podem ter interferido na amplificacéo e
na identificagc&o do material genético. Em estudo realizado
por Whittington et al. (1998), algumas col6nias provenien-
tes de cultivo bacteriano apresentaram-se negativas quando
analisadas num primeiro momento; no entanto, resultaram
positivas quando reanalisadas apés tratamentos com subs-
tancias distintas, as quais possivelmente minimizaram os
efeitos inibitérios para a amplificacdo da cadeia de DNA.
Em nosso estudo, as colénias nao foram submetidas a
segunda anadlise de PCR, o que poderia ter elevado a per-
centagem de amostras positivas.

ELISA e o controle da enfermidade

A alta porcentagem de animais reagentes ao teste ELISA
encontrados neste estudo (cerca de 40% do rebanho), foi
semelhante ao descrito no Mato Grosso (Rivera 1996), em
Séao Paulo (Fonseca et al. 2000), no Rio de Janeiro (Ferreira
etal. 2001), no Rio Grande do Sul (Gomes et al. 2002) e em
Pernambuco (Mota et al. 2007). Estes animais representam
uma das categorias mais importantes no controle da enfer-
midade, pois além de nao apresentarem os sinais clinicos,
eliminam intermitentemente o agente no ambiente e man-
tém a infec¢é@o no rebanho (Chiodini et al. 1984). Em contra-
partida, pesquisadores afirmam que alguns animais, quan-
do expostos ao Map, desenvolvem uma resposta imune
protetora que destrdi o microrganismo e torna o animal posi-
tivo no teste soroldgico (Chiodini et al. 1984). Com repeti-
das exposicoes ao antigeno, tais animais resistentes e nao
infectados permanecem reagentes ao teste; estes individu-
0s poderiam ser selecionados e nao abatidos. No entanto,
héa dificuldades em se diferenciar animais resistentes de
infectados, através de testes imunolégicos, pois estes in-
formam o status de exposi¢éo e ndo de infec¢do; a presen-
ca de animais reagentes ndo necessariamente significa que
o rebanho esta infectado (Chiodini et al. 1984). Estima-se
gue num rebanho, para cada caso clinico de paratuberculo-
se existem de 15 a 25 animais subclinicos (Sweeney 1996).
Nestes trés anos de estudo, ocorreram sete casos clinicos
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na propriedade e cerca de 40% das vacas foram reagentes
ao teste ELISA. Esse indice se aproxima das estimativas
descritas na literatura, entre o nimero de animais com si-
nais clinicos e o de subclinicos em um rebanho infectado
com Map. Deve-se ainda, considerar a possibilidade dos
animais subclinicos apresentarem baixas concentracbes de
anticorpos e resultarem em sorologia negativa; neste caso,
possivelmente, a taxa de infecgéo seria maior (Collins 1996).
E importante ressaltar que os testes para diagndstico soro-
I6gico da paratuberculose podem fornecer resultados falso-
positivos devido a reagbes cruzadas com tuberculose bovi-
na e aviaria, Mycobacterium spp., Actinomyces sp.,
Dermatophilus spp., Nocardia spp., Streptomyces spp.,
Escheria coli e Corynebacterium sp. (Chiodini et al. 1984).
A variagdo observada no teste ELISA entre 2006 e 2009
retrata a dificuldade em se estabelecer o diagndstico num
estagio pré-clinico. A melhor maneira de se definir um ani-
mal livre da enfermidade deveria ser baseada na auséncia
de infecgao no rebanho de origem. Embora as medidas de
controle implantadas no rebanho estudado ja tenham surti-
do um efeito positivo em relagédo a diminuicao do nimero de
casos clinicos, um periodo de trés anos ¢é insuficiente para
obter um perfil de rebanho controlado para paratuberculose.
Uma propriedade deve apresentar mdltiplos testes anuais
negativos de todos os individuos adultos, para ter seu reba-
nho considerado livre de paratuberculose, assim como exe-
cucao de praticas de manejo e prevengao na introducao de
animais infectados com Map no rebanho (Collins et al. 2005).
No entanto, devido a natureza insidiosa da doenca e libera-
¢ao intermitente do microrganismo no ambiente, geralmen-
te ndo é possivel eliminar o Map do rebanho (Sherman 1985).

Necropsia e histopatologia.

O espessamento e o aspecto tortuoso (“varicoso”) dos
vasos linfaticos, visualizados a necropsia desde 0 mesen-
tério até a serosa das algas intestinais, nos casos mais
severos, se devem a marcada linfangiectasia, perilinfangite,
linfangite e endolinfangite granulomatosas, por vezes
oclusiva, observados ao exame histolégico. Esses acha-
dos foram frequentes em nossos animais e ja descritos por
outros pesquisadores (Buergelt et al. 1978, Clarke 1997). A
linfangite € um achado comum e pode ser considerada uma
caracteristica macroscopica presuntiva do diagnostico da
paratuberculose, a necropsia (Driemeier et al. 1999, Jubb et
al. 2007). A linfadenite mesentérica granulomatosa rica em
macrdéfagos epitelioides e células gigantes, com presenca
de BAAR, comumente observados em animais deste estu-
do, também ja foi amplamente relatada por outros autores
(Buergelt et al. 1978, Clarke 1997). Os aspectos cerebroide
e anelado das algas intestinais s&o decorrentes do acentu-
ado espessamento da parede intestinal, atribuidos a severa
infiltracéo inflamatdria transmural, principalmente em mucosa
e submucosa do jejuno e ileo. Essas lesbes foram observa-
das em vérios graus de intensidade nos animais necropsia-
dos neste trabalho, entretanto, nem sempre estao presen-
tes e a variacdo na severidade destas lesdes pode estar
relacionada ao estégio da infecgéo, ao statusimune do ani-
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mal, a susceptibilidade individual e a cepa de Map (Menendez
1990). A aparéncia enrugada da mucosa nao desaparece
quando o intestino € distendido (Chiodini et al. 1984); este
achado nao deve ser confundido com a alteracéo que ocor-
re logo apos a morte devido a persisténcia do peristaltismo
(Driemeier et al. 1999). O comprometimento das camadas
muscular e serosa do intestino, pela extensao da infiltragao
inflamatdria da mucosa e submucosa, esteve presente nos
€asos mais severos.

As estruturas “polipoides” observadas na superficie da
mucosa do duodeno em duas vacas deste estudo, & histo-
patologia, correspondiam ao acentuado espessamento da
muscular da mucosa, a hipertrofia das fibras musculares
lisas da lamina prépria, a proliferacao de glandulas
duodenais e intestinais. No duodeno desses animais tam-
bém foi possivel identificar a presenca de BAAR pela co-
loragcao de ZN. Nestas areas nao havia qualquer estrutura
que pudesse sugerir parasitose ou outro processo patolo-
gico. E possivel que a infiltracao inflamatdria na mucosa e
submucosa intestinal tenha causado modifica¢des estru-
turais e consequentes alteracdes proliferativas nas regi-
Oes afetadas. Acreditamos que a hipertrofia da Iamina pré-
pria e da muscular da mucosa, pouco referidas na literatu-
ra, principalmente em jejuno e ileo, presentes em variados
graus de intensidade nos animais estudados, também se-
jam alteragdes secundarias ao acumulo de células infla-
matdrias granulomatosas. Alteragdes da mucosa intesti-
nal, observadas neste estudo, tais como aspecto polipoide
em duodeno, hiperplasia de glandulas duodenais e acentu-
ada hipertrofia da lamina propria, nao haviam sido descri-
tos na literatura em animais com paratuberculose; estu-
dos mais detalhados sao necessarios, a fim de esclarecer
a patogenia dessas lesoes.

E importante assinalar a presenca do infiltrado linfoci-
tario em torno e no interior dos ganglios nervosos
submucosos (plexos de Meissner) e atrofia das fibras ner-
vosas, tais infiltrados s&o menos frequentes nos plexos
mioentéricos de Auerbach e nos feixes musculares lisos
(Dacorso Filho et al. 1960, Clarke 1997); todas essas alte-
racdes foram observadas nos animais estudados. A peri-
neurite pode estar associada a ocorréncia de hipersensibi-
lidade intestinal que contribui para a diarreia (Buergelt et
al. 1978, Clarke 1997). Ao contrario do observado neste
estudo, Mota et al. (2010) relataram a ocorréncia de hiper-
plasia dos feixes do plexo nervoso de Auerbach em bufa-
los acometidos pela paratuberculose.

Nos demais 6rgéaos os achados foram menos especifi-
cos, tais como mau estado corporal e atrofia serosa dos
depdsitos de gordura podem ser atribuidos a deficiéncia
nutricional consequente a absorcéo intestinal deficiente
(Buergelt et al. 1978, Clarke 1997, Driemeier et al. 1999).
Placas de mineralizagdo no endocardio e na aorta foram
também descritas por alguns autores (Buergelt et al. 1978,
Driemeier et al. 1999), que igualmente, observaram areas
claras de aspecto rugoso no endocardio e na intima da
aorta. A mineralizacdo da intima das artérias tem sido des-
crita em diversas doencgas caquetizantes de bovinos tais
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como na tuberculose e na intoxicagcéo por plantas calcino-
génicas (Dobereiner et al. 1971), porém, é também consi-
derado um achado de necropsia incidental em animais
velhos (Kitt 1927 apud Driemeier et al. 1999); trata-se, por-
tanto, de uma lesao inespecifica (Driemeier et al. 1999),
nao necessariamente relacionada com a inflamacao gra-
nulomatosa crénica. No entanto, Buergelt et al. (1978) afir-
mam que sao causadas por disturbios metabdlicos asso-
ciados a infeccéo pelo Map. Hepatite granulomatosa
multifocal foi relatada também por Buergelt et al. (1978) e
Driemeier et al. (1999); estes autores observaram BAAR
associado ao infiltrado inflamatério. Em nosso estudo, fo-
cos de infiltrado inflamatdério mononuclear foram observa-
dos no figado de dois animais (Vacas 335 e 500), porém
BAAR néo foram visualizados.

Diagnéstico diferencial

Na tuberculose, apesar do emagrecimento progressi-
vo, em geral ndo se observa diarreia e ha predominéncia
de granulomas de natureza necrético-caseosos, frequen-
temente mineralizados, em diversos 6rgaos, especialmente
no pulméo (Gelberg 2007).

Diarreia crénica em bovinos adultos, embora observa-
da com frequéncia nos casos graves da paratuberculose,
€ um sinal clinico inespecifico. Tal disfuncéo pode ocorrer
também na deficiéncia de cobre condicionada ao excesso
de molibdénio (Mazzocco et al. 2009, Tokarnia et al. 2010)
associado com despigmentacao dos pélos ao redor dos
olhos e a diminuic&o do apetite, sinais comumente ausen-
tes na Doenca de Johne, na qual o apetite estd normal ou
exacerbado, mesmo nos estagios mais avancados da in-
feccdo. Clarke (1997) descreve que na paratuberculose
pode-se observar despigmentacao dos pélos, o que torna
a comercializa¢do do couro economicamente inviavel; al-
guns animais do nosso estudo apresentaram discretas al-
teragbes na pelagem tais como aspecto aspero e opaco
(Vaca 295) e areas de alopecia na face (Vaca 493).

Na intoxicagao por fluor, similarmente a paratuberculo-
se, 0s animais apresentam diarreia intermitente, perda de
peso, producéo de leite diminuida e mas condigcbes ge-
rais, no entanto observa-se também, escurecimento dos
dentes e claudicacao (Riet-Correa et al. 1983), sinais au-
sentes nos animais deste estudo.

Na disenteria de inverno, causada pelo coronavirus, a
semelhanca da paratuberculose, observa-se diarreia aquosa
e afeta animais adultos, mas ocorre sob forma de surtos
que perdura por aproximadamente uma semana (Radostits
et al. 2000); ao contrario, da diarreia cronica e intermitente
em animais com a doencga de Johne.

Diarreia em animais adultos também pode ser observa-
da na acidose latica, mas trata-se de um quadro, em geral,
agudo e associado a ingestao excessiva de alimentos al-
tamente fermentaveis. O sistema de criagcdo do rebanho
estudado era semi-intensivo, e a oferta da suplementagéo
aos animais era controlada.

Na diarreia viral bovina (BVD) os animais apresentam
quadro clinico semelhante ao da paratuberculose, mas a

BVD cursa com anorexia, pode ser febril, afeta animais de
todas as idades e a morbidade e a letalidade em geral sdo
altas (Jubb et al. 2007). O rebanho estudado apresentava
mortalidade baixa e os animais afetados tinham, aproxi-
madamente, cinco anos de idade.

As parasitoses gastrointestinais, apesar de cursarem
com diarreia cronica, sao raras em animais adultos e, quan-
do ocorrem, fatores que causam queda de imunidade ge-
ralmente estéo presentes, tais como deficiéncias nutricio-
nais graves, principalmente deficiéncia de fésforo (Tokar-
nia et al. 2010). O rebanho estudado, em geral, apresenta-
va estado nutricional bom, e os animais com sinais clini-
cos da paratuberculose eram vacas adultas que se ali-
mentavam normalmente.

Na intoxicagao por polpa citrica e na ingestao de Vicia
spp., observa-se inflamagéo granulomatosa em varios 6r-
gaos (Bracarense et al. 1999, Gava et al. 1999, Barros et
al. 2001), enquanto que na paratuberculose a inflamacao
afeta principalmente intestino e linfonodos mesentéricos,
€ sdo raras ou ausentes em outros 6rgaos, como observa-
do nos animais necropsiados neste estudo.

Na intoxicacao por Brachiaria spp., apesar do quadro
clinico ser diferente, foi relatada a ocorréncia de macrofa-
gos espumosos nos linfonodos (Driemeier et al. 1998),
porém a coloragao pelo ZN resulta negativa. Animais des-
te estudo apresentaram infiltracdo por macroéfagos
epitelioides em cortex e medular dos linfonodos mesenté-
ricos com presenca de BAAR.

CONCLUSOES

No estudo desse rebanho, o diagndstico de paratuber-
culose foi estabelecido com base nos aspectos epidemio-
I6gicos, clinico-patoldgicos, no isolamento e na identifica-
¢ao de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em
amostras de fezes, raspado de mucosa intestinal e leite,
através de cultivo bacteriano e PCR IS900, bem como no
teste ELISA indireto.

A partir dos dados obtidos no teste sorolégico obser-
vou-se que o rebanho estudado apresentava alta prevalén-
cia de animais sororreagentes.

Nos trés anos de estudo, apds implementacao de me-
didas de controle, notou-se consideravel diminuicdo da
ocorréncia de casos clinicos no rebanho, de seis casos
por ano para somente um caso por ano.
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