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Resumo 

 

A pecuária bovina é um dos setores mais importantes do agronegócio 

brasileiro. A paratuberculose (PTB) ou doença de Johnes é clinicamente 

definida como uma infecção intestinal crônica de ruminantes, em especial gado 

bovino.  É caracterizada pela síndrome de má absorção, onde os animais 

infectados apresentam sinais de diarreia, perda de peso e eventualmente 

morte. O agente etiológico, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

(MAP) é eliminado nas fezes e leite de animais infectados, tanto durante a 

manifestação clínica quanto na fase subclínica de infecção, contaminando 

outros animais e a pastagem. A doença tem grande importância por causar 

prejuízos econômicos na pecuária e também há relatos de possível associação 

de infecção por MAP na doença de Crohn em humanos. No entanto, a 

importância da doença é subestimada no Brasil, devido à falta de métodos de 

diagnóstico rápidos, baratos e de alta sensibilidade e especificidade. Novas 

abordagens para imunodiagnóstico baseadas na detecção e identificação de 

antígenos de bactéria ou sIgA em fezes podem ser úteis para diagnóstico. Um 

dos antígenos ativamente secretado por MAP que pode ser utilizado como alvo 

de detecção é a proteína APA. Para imunodetecção deste antígeno, 

produzimos anticorpos monoclonais murinos e IgY de galinha contra proteína 

APA de MAP (APA-MAP). Utilizando estes anticorpos e testes imunoquímicos, 

detectamos APA-MAP nas fezes de bovinos com PTB, demonstrando que o 

APA é um biomarcador fecal da doença. Foi produzido um kit de ELISA 

sanduiche anti-APA-MAP para imunodiagnóstico rápido da PTB através da 

imunodetecção do antígeno APA em fezes de animais. Os anticorpos 

produzidos podem ser utilizados também para isolamento do APA-MAP das 

fezes através de imunoprecipitação. Foi demonstrado que a proteína APA 

isolada de fezes encontra-se numa isoforma glicosilada de 60/75 kDa, o que  

foi confirmado através de coloração com reagente de Shiff. Como um método 

alternativo para diagnóstico fecal da PTB foi verificada também a possibilidade 

de detecção de IgA anti-micobacteriana. Os resultados demonstram a presença 

da IgA nas fezes dos animais com PTB. Entretanto, a IgA isolada apresentou 

uma reatividade cruzada com antígenos de M. avium e M. bovis, dificultando a 

diferenciação de PTB e forma intestinal da tuberculose (TB). Foi concluído, que 

a imunodetecção do antígeno APA-MAP nas fezes do gado é uma nova e 

promissora abordagem do diagnóstico da PTB, e as ferramentas e metodologia 

para novos testes foram desenvolvidos neste trabalho. 

 

Palavras chaves: Paratuberculose , antígeno APA, Imunodiagnóstico, Fezes 

 



 

 

 

 

Abstract 

Cattle raising business is one of the most important sectors of Brazilian 

agriculture. Paratuberculosis (PTB), clinically known as Johne's disease, is a 

chronic intestinal infection of ruminants, including the cattle. The disease affects 

the intestines, leading to malabsorption syndrome, diarrhoea, wasting or loss of 

body condition, and ultimately death. The causative agent, Mycobacterium 

avium subsp. paratuberculosis (MAP) is excreted by the infected cows in their 

milk and stool, both during the clinical disease and subclinical stage of infection, 

contaminating the environment and infecting other animals. PTB causes great 

economic losses to livestock, and additionally, the MAP could affect human 

patients with Crohn's disease. In Brazil, the importance of the disease is 

underestimated due to the difficulties in detection of infected animals, and lack 

of reliable, fast and cheap methods of laboratory diagnosis. New diagnostic 

approaches based on detection and identification of MAP antigens or specific 

sIgA in the stool of infected animals by antibodies can be useful for diagnosis of 

PTB. The APA antigen is one of the protein antigens actively secreted by MAP 

bacteria that can be used as a detection target in fezes. For immunodetection of 

this antigen, we produced murine monoclonal antibodies and chicken IgY 

against APA protein of MAP (APA-MAP). These antibodies detected the APA-

MAP protein in the feces of infected cattle in immunochemical tests, 

demonstrating that the APA is a fecal biomarker of the disease. In this work, we 

produced anti-APA-MAP sandwich ELISA kit indicated for rapid 

immunodiagnostic of PTB in feces. The produced antibodies may be used for 

the APA-MAP isolation by immunoprecipitation. Analysis of the APA protein, 

immunoprecipitated from feces, by Western blot and staining with Shiff's 

reagent demonstrated that the isolated protein was presented by a glycosylated 

60-75 kDa isoform. Additionally, we developed an alternative method for the 

immunodiagnosis of PTB that was based on detection in feces of anti-

mycobacterial. The obtained results demonstrated the presence of anti-

mycobacterial IgA in the feces of animals with PTB. However, isolated IgA 

showed cross-reactivity against antigens of M. avium and M. bovis antigens, 

that did not allow differentiation of PTB and intestinal form of tuberculosis (TB). 

It was concluded that immunodetection of the APA-MAP antigen in the feces of 

cattle is a new and promising approach for the diagnosis of PTB, and tools and 

methods for new diagnostic tests have been developed in this work. 

 

Keywords: Paratuberculosis, APA antigen, Immunodiagnosis, Feces 
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1. Introdução 

A pecuária bovina é um dos setores mais importantes do agronegócio 

brasileiro e consequentemente da economia nacional. O Brasil possui o maior 

rebanho comercial do mundo, é o maior exportador de carne bovina, segundo 

maior produtor de carne e sexto maior produtor de leite (USDA, 2014). Desde 

2004, o Brasil é o líder mundial de exportação de carne bovina em mais de 180 

países, sendo responsável por um quinto da carne comercializada no mercado 

internacional, o que gera cerca de US$ 3 bilhões anuais de receita para o país 

(MAPA, 2012). 1 

A paratuberculose (PTB) é uma importante doença infecciosa que afeta gado 

bovino, caprino e ovino, incluindo na lista de enfermidades notificáveis, que 

compreende as doenças transmissíveis de importância sócio-econômica e/ou 

em saúde-pública, cujo controle é necessário para o comércio internacional de 

animais e alimentos de origem animal (OIE, 2010). Somado a isso, outro 

aspecto que justifica a necessidade de estudos mais aprofundados da PTB é a 

ocorrência de uma ampla fase subclínica que dificulta o diagnóstico, e 

subestima sua incidência pelos proprietários das fazendas e pelos programas 

de governo (MORTIER et al., 2014; BEHR & COLLINS, 2010; AYELE et al., 

2001).  

A PTB é endêmica na maioria dos países nas populações de bovinos 

provocando perdas econômicas substanciais na produção leiteira, baixa 

eficiência reprodutiva, abate prematuro e redução do valor da carcaça no abate 

(DONAT et al., 2014; LOMBARD, 2011; HENDRICK  et al., 2005, OTT et al., 

1999). Por isso, a PTB é considerada uma potencial ameaça à indústria animal 

devido à sua natureza insidiosa (OIE, 2012) e sua negligência na fase inicial da 

contaminação do rebanho por MAP, quando a maioria dos animais não 

apresenta sinais da doença, pode custar caro no futuro. Isso ocorre, pois os 

animais infectados que se encontram na fase subclínica são capazes de 

eliminar micobactérias nas fezes e leite, infectando outros animais e 

contaminando as pastagens (LOMBARD, 2011).  

Com leite contaminado, a micobactéria pode ser transmitida para o ser 

humano também. Apesar da falta de comprovação sobre o papel direto do MAP 
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na etiologia das doenças humanas, existem relatos sobre a possível 

participação dessa bactéria na ileocolite granulomatosa que afeta seres 

humanos, conhecida como doença de Crohn ( NASER et al., 2014; OKURA et 

al. 2012; PRADHAN et al., 2011, CROHN et al. 1932). 

O MAP pode permanecer viável no leite distribuído no varejo, mesmo 

após o processo de pasteurização industrial HTST (High Temperature and 

Short Time (72ºC/15 s) (FARIA et al., 2014;  NASER et al., 2014; GRANT et 

al., 1996). A imagem da indústria de laticínios, levando em consideração o 

desejo dos consumidores na obtenção de produtos saudáveis de vacas sadias, 

pode ser ameaçada pela PTB. De forma preocupante, não há programa de 

controle e prevenção da PTB nos rebanhos leiteiros brasileiros. 

A PTB é uma enfermidade de difícil controle, especialmente pela 

dificuldade de métodos de diagnóstico capazes de detectar a doença no seu 

período inicial. Além disso, o longo período de incubação e a ausência de 

sinais clínicos no estágio inicial da doença favorecem a disseminação da 

referida enfermidade através das fezes, até mesmo de animais assintomáticos. 

(LOMBARD, 2011; AYELE et al., 2001). Todos estes fatores aumentam a 

necessidade da elaboração de estratégias eficazes e economicamente 

atraentes para o diagnóstico da PTB principalmente no Brasil. Sendo assim, 

esse trabalho visa implementar métodos de diagnósticos imunoquímicos 

através da detecção de IgA específica e de antígenos APA-MAP nas fezes de 

bovinos doentes para o diagnóstico da PTB. 
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2. Revisão de literatura 

 2.1. Paratuberculose e Doença de Johne  

Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP) é o agente 

causador da Paratuberculose (PTB) de ruminantes, que na sua fase clínica é 

conhecida como doença de Johne (JD) (LOMBARD, 2011; WHITTINGTON et 

al., 2012). Esta doença representa um grande desafio para a Medicina 

Veterinária, pois a infecção é crônica de desenvolvimento lento, contagiosa e 

fatal nas etapas avançadas. Atualmente a PTB é endêmica nas populações de 

bovinos de muitos países incluindo: Austrália, Canadá, Dinamarca, Estados 

Unidos (GERAGHTY et al., 2014; SINGH et al., 2013; NIELSEN and TOFT, 

2009, AYELE et al., 2001).  

Apesar da maioria das informações sobre PTB vir de gado bovino leiteiro, 

é importante considerar que a doença afeta também outras espécies de 

mamíferos, como: ovinos, caprinos, veados, camelídeos, ruminantes selvagens 

e exóticos (WHITTINGTON et al., 2012; BENNETT et al., 2012; ROSSEELS 

and HUYGEN, 2008; KHAN et al., 2010).   A PTB também tem sido registrada 

em uma variedade de espécies não ruminantes, incluindo coelhos, cavalos, 

burros, cães, gatos, porcos e primatas não-humanos (STEVENSON et al., 

2009; BEARD et al., 2001; GLANEMANN et al., 2008; STIEF et al., 2012; 

GREIG et al., 1999). 

A síndrome clínica da infecção crônica intestinal foi reconhecida no início 

de 1800, quando foi inicialmente pensado ser uma forma intestinal de 

tuberculose. Somente em 1895, na Alemanha, que Johne e Frothingham 

demonstraram a presença de Mycobacterium paratuberculosis no intestino dos 

bovinos e descreveram uma nova doença, nomeada doença de Johne (JOHNE 

and FROTHINGHAM, 1895). Em 1910, o micro-organismo foi isolado e foi 

demonstrada sua capacidade de reproduzir experimentalmente a doença no 

gado (HERMON-TAYLOR, 2000). O agente causador sofreu reclassificação 

taxonômica e mudanças de nome ao longo dos anos, até que em 1990, foi feita 

uma proposta para alterar o nome do agente de Mycobacterium 

paratuberculosis para Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis pela sua 

estreita relação genética com M. avium (CHIODINI et al., 1984). 
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 Até o início dos anos 1900, a PTB havia sido encontrada em vários 

países europeus e nos Estados Unidos. Desde então, ela se espalhou por todo 

o mundo e agora é encontrada em praticamente todos os países onde existe 

indústria pecuária se tornando um problema mundial (SINGH et al., 2013; 

NIELSEN and TOFT, 2009; KENNEDY and BENEDICTUS, 2001; CHIODINI et 

al., 1984). 

 

 

2.2. Característica da patogenia 

 

Na maioria das vezes a infecção por MAP acontece através da via fecal-

oral (BEGG & WHITTINGTON, 2008; MERKAL, 1984; CHIODINI et al., 1984). 

Do lúmen intestinal, as micobactérias são absorvidas pelas células M (microfols 

cells), localizadas no epitélio-associado aos folículos de placas de Peyer e 

folículos linfóides isolados (ILFs), quando entra em contato com macrófagos e 

células dendríticas (DC) na região subepitelial da lamina própria (MOWAT AM, 

AGACE WW, 2014). Em macrófagos, MAP inicia ciclos da sua reprodução, e 

as células dendríticas infectadas migram para os linfonodos intestinais e 

induzem a resposta imune adaptativa através da apresentação dos antígenos 

micobacterianos aos linfócitos. Os linfócitos T e B ativados, monócitos e 

neutrófilos são recrutados ao local de infecção inicial formando granulomas 

destinados a contenção de micobactérias. O sistema imune é capaz de 

controlar a infecção, inibindo a multiplicação da bactéria, o que corresponde a 

uma longa fase subclínica, por dois a cinco anos, sem eliminação do 

microorganismo nas fezes ou com eliminação intermitente (CHIODINI et al., 

1984; LILEMBAUN et al., 2007). Nos ruminantes, o foco da patologia da doença 

é a junção ileocecal e da região do jejuno. O período subclínico é inversamente 

relacionado com a dose de infecção, ou seja, quanto mais MAP ingerido mais 

curto será período de tempo para exibir sinais clínicos (LOMBARD, 2011). 

A inflamação induzida na mucosa intestinal por MAP provoca o 

espessamento da parede intestinal do animal, o que leva á redução da 

capacidade de absorção do intestino e enteropatia com perda de proteínas 

(CLIQUERE et al., 2010). A infecção por MAP possui também um efeito 



5 

 

 

neuropatogênico especialmente para os neurônios não-mielinizados do 

intestino provocando neuropatia crônica entérica com perda de integridade da 

mucosa. As alterações na resposta neuroimmune do intestino facilitam a 

penetração de patógenos secundários do lúmen para a parede do intestino. 

Estes incluem vários organismos da microbiota entérica, os micróbios 

saprofíticos e oportunistas, mais agressivos, como E. coli (SCANU et al., 2007). 

O desenvolvimento da enterite crônica granulomatosa degenerativa causa 

diarreia intermitente persistente, perda de peso progressiva, e eventual morte 

(CHIODINI et al, 1984; STREETER et al., 1995). De acordo com a severidade 

dos sinais clínicos, a PTB bovina progride em quatro etapas: 1) fase silenciosa, 

em que MAP não é detectado nas fezes; 2) fase subclínica, quando MAP pode 

ser excretado nas fezes, embora os sinais clínicos da doença não sejam 

identificados pelos métodos de diagnóstico. O gado pode permanecer nestes 

estágios, sem desenvolver a doença clínica ou pode progredir para estágio 

clínico, tipicamente após pelo menos 2 anos de infecção; 3) fase clínica, onde o 

animal apresenta sinais da doença evidentes como perda de peso e diarreia; e 

4) fase avançada, onde os animais apresentam sinais clínicos avançados da 

doença, incluindo letargia, emagrecimento e diarreia profusa podendo levar o 

animal a morte. (MERKAL et al., 1968; WHITLOCK and BUERGELT 1996;  

GILARDONI et al., 2012).  

Vale ressaltar, que alguns animais infectados podem não apresentar 

sinais clínicos durante a sua vida produtiva. Uma das dificuldades em controlar 

a infecção por MAP é que os animais frequentemente eliminam a bactéria nas 

fezes antes de mostrar quaisquer sinais clínicos, assim, insidiosamente 

contribuindo para disseminação da infecção (LOMBARD, 2011). 

 

 2.3. Epidemiologia 

  

 A propagação da infecção da PTB entre rebanhos é principalmente 

devido à circulação na compra e venda de gado infectado, e dentro do 

rebanho, a transmissão ocorre mais frequentemente através do contato dos 

animais suscetíveis com fezes de bovinos infectados (LOMBARD 2011). Outras 

vias de transmissão da infecção são vertical através da placenta para o feto 
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(SEITZ et al., 1989, NIELSEN et al., 1992, OIE, 2010; LAMBERTH et al., 2004; 

WHITTINGTON & WINDSOR, 2009) e com sêmen (SWEENEY, 1996; 

BUERGELT et al., 2004; AYELE et al., 2001). Segundo Streeter et al (1995), as 

vacas com PTB também podem excretar MAP diretamente no leite ou colostro, 

por isso o consumo desses alimentos por bezerros também pode resultar em 

infecção. 

 Geralmente, os animais jovens nos primeiros meses de vida são os mais 

suscetíveis à infecção devido a um aumento da permeabilidade do intestino 

nas primeiras 24 horas de vida e o sistema imune imaturo (LARSEN et al., 

1975; WHITTINGTON, 2010; LOMBARD, 2011, THAKUR et al., 2013). Eles 

são infectados através de ingestão oral dos microrganismos a partir de tetas, 

alimentos ou água contaminada e pelo contato com fezes de animais adultos. 

(SWEENEY et al., 1992; COCITO et al., 1994; WHITTINGTON, 2012). 

 No entanto, condições de estresse, como parto e deficiência nutricional, 

podem desencadear o aparecimento dos sinais clínicos da doença nos animais 

adultos. A doença é muito mais frequente em animais confinados, devido a 

uma maior contaminação do ambiente através das fezes (AYELE et al., 

2001). Apesar da eliminação de quantidades mínimas de MAP nas fezes dos 

animais durante a fase subclínica, ao longo do tempo, esta eliminação pode 

levar a uma contaminação significativa do ambiente e uma insidiosa 

propagação da infecção em todo o rebanho. Durante a fase clínica da infecção, 

excreção fecal do micro-organismo é bastante elevada e pode exceder 1010 

organismos/g de fezes (CHIODINI et al., 1984).  

 

Segundo Paolicchi e Romano (2012), a probabilidade de infecção diminui 

à medida que a idade avança, sendo que adultos são menos suscetíveis, 

embora não isentos de contágio, dependendo da carga bacteriana ao qual 

estão expostos.  
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 2.4. Características microbiológicas do MAP 

 

Como todas micobactérias, MAP é uma bactéria intracelular facultativa, 

com morfologia de um bastonete pequeno de aproximadamente 0,5 x 1,5mm, 

Gram positiva, imóvel, não esporulada, aeróbica e fortemente álcool-ácido-

resistente – BAAR (Bacilo álcool-ácido resistente) (CASTRO & TRABULSI, 

1999; GWOZDZ, 2010; AYELE et al., 2001). É um microrganismo bastante 

fastidioso, seu isolamento e cultivo em meios de cultura é tarefa trabalhosa e 

demorada. Quando crescido em meios artificiais como ”Herrold Egg Yolk 

Médium” (HEYM), “Reid -Watson” ou “LowensteinJensen” (LJ), formam 

colônias rugosas despigmentadas, de crescimento lento, em torno de 8 a 16 

semanas. (TAYLOR, 1981; BARCLAY et al.,1985; GOMES, 2002). Uma 

característica clássica de MAP é  seu crescimento dependente de micobactina, 

um aditivo nutricional à base de complexos solúveis de ferro, que permite o 

crescimento do microrganismo fora do hospedeiro, ou seja, em meios de 

culturas (BARCLAY et al.,1985; LAMBRECHT & COLLINS, 1992). O ferro é um 

elemento essencial para a maioria das bactérias, sua disponibilidade e o seu 

sequestro estão associados com a sobrevivência e com a virulência bacteriana. 

Diferentemente das outras micobactérias, MAP é incapaz de produzir 

micobactina, o que o torna incapaz de sequestrar o ferro fora do hospedeiro 

(COCITO et al., 1994). 

 

2.5. Infecção humana por MAP e Doença de Crohn 

 

Apesar da bactéria não crescer fora do hospedeiro, ela pode permanecer 

no leite ou no meio ambiente por até um ano sob condições favoráveis como o 

solo úmido (BERGHAUS et al.,2006). MAP é resistente a vários fatores físicos, 

incluindo temperaturas elevadas comumente utilizadas na pasteurização de 

leite (RAIZMAN et al., 2011; SHANKAR  et al., 2010; BARKEMA et al., 2010; 

SWEENY, 1996, CHIODINI et al., 1984)  

 A presença de DNA de MAP foi demonstrada em 6,5% das amostras de 

leite integral pasteurizado e micobactérias viáveis foram também isoladas a 

partir de algumas destas amostras (SHANKAR et al., 2010; ELLINGSON et al., 
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2005). Sendo assim, o MAP pode ser transmitido aos seres humanos por 

consumo de leite cru ou pasteurizado e, possivelmente, por outros produtos 

lácteos (queijo, ricota), uma vez que estudos já demonstraram a presença de 

células viáveis nestes produtos (FARIAS et al., 2014; OKURA et al., 2012; 

WADDEL et al., 2008; ELLINGSON et al., 2005).  

A presença de MAP foi detectada no intestino de 0,8% dos pacientes com 

diferentes doenças intestinais, e a proporção aumenta significativamente, até 

30%, em pacientes com doença de Crohn (SECHI et al., 2005). A doença de 

Crohn é uma ileocolite granulomatosa crônica de seres humanos, de etiologia 

desconhecida, que geralmente acomete pacientes jovens (Chiodini, 1989). 

Vários relatos permitem associar a infecção por MAP e a Doença de Crohn 

(CROHN et al., 1932, HERMON-TAYLOR 2001, GRANT, 2005, OKURA et al., 

2012). A histopatologia da doença de Crohn é parecida com a patologia 

observada no gado com PTB. Além disso, resposta sorológica contra MAP foi 

detectada em pacientes com doença de Crohn (NAKASE et al., 2006; JUSTE et 

al., 2009).  

Recentes estudos revelam alta frequência de bacteremia confirmada 

pelas hemoculturas positivas para MAP em 50-55% dos pacientes com doença 

de Crohn (NASER et al., 2004). Ainda maior (até 60%) é o nível de detecção de 

DNA da micobactéria no tecido intestinal, linfonodos mesentéricos e sangue 

dos pacientes em comparação com amostras de controles não associados à 

doença de Crohn (AUTSCHBACH et al., 2005). Estes resultados estabelecem 

o papel de MAP como um microorganismo invasor frequentemente associado à 

doença de Crohn e a necessidade do tratamento anti-micobacteriano pelo 

menos dos pacientes com bacteriemia está em discussão (revisado por 

AGRAWAL et al., 2014).  No entanto, o papel de MAP na etiologia da doença 

de Crohn não foi definida (KRUININGEN,1999; LOWE et al., 2008).  

A relevância da PTB em se tratando de saúde pública e seu possível 

potencial zoonótico na doença de Crohn em pacientes humanos deve ser 

estudado melhor (WADDEL et al., 2008). Ainda há muitas questões em aberto 

referentes à epidemiologia e patogenicidade de MAP para seres humanos, que 

devem ser respondidos com urgência para elaborar uma avaliação dos riscos 

associados com PTB e MAP (revisado ATREYA et al., 2014; AGRAWAL et al., 
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2014). Sendo assim, está claro que o controle da PTB bovina, a prevenção da 

contaminação do leite e a transmissão do MAP para seres humanos é um 

desafio atual.  

 

 
2.6.  Paratuberculose no Brasil 
 

No Brasil, a PTB foi diagnosticada pela primeira vez em bovinos da raça 

Flamenga importados da Bélgica, no Posto Zootécnico Federal, em Pinheiro, 

Rio de Janeiro. O fato foi divulgado sob a forma de nota no Jornal do Comércio 

do Rio de Janeiro (DUPONT, 1915). Em 1956, Santos & Silva relataram um 

caso da doença de Johne em um touro da raça Holandesa com seis anos de 

idade proveniente de uma fazenda situada no Município de Barra Mansa, no 

Estado do Rio de Janeiro (SANTOS & SILVA, 1956). O próximo registro foi 

realizado por Dacorso Filho et al. (1960) que diagnosticaram a PTB, realizando 

exames clínicos e patológicos em dois animais da raça Jersey provenientes de 

um mesmo rebanho com histórico da enfermidade, no Município de Petrópolis, 

RJ, posteriormente, com a implementação de métodos de diagnóstico 

laboratorial (bacteriológicos, imunológicos e moleculares), um maior número de 

trabalhos de detecção dos casos de PTB em diferentes regiões do Brasil foram 

publicados (Tabela 1).  

A incidência da PTB no gado avaliado variou muito, de 2% até 65% dos 

animais positivos. Tais resultados dependem dos métodos de diagnóstico 

utilizados em cada região geográfica específica. Os animais com PTB foram 

encontrados em vários estados do país. Em geral, o número de animais 

soropositivos detectados por ELISA (de 11% até 65%) foi maior que número 

dos casos confirmados pelo isolamento das culturas de MAP (de 2,3% até 

12,8%). Somente seis trabalhos de detecção de MAP em tecidos, fezes ou leite 

por PCR foram publicados (JUSTIANO, 2012; CARVALHO et al., 2012; DALTO 

et al., 2012; RODRIGUES, 2005; YAMASAKI et al., 2010; MOTA et al., 2010), 

com variação das amostras positivas entre 2,5-20%.  Análise destes resultados 

e a conclusão sobre a incidência da PTB no Brasil devem ser tomadas com 

cautela, uma vez que deve ser considerada a variabilidade na especificidade e 
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sensibilidade dos diferentes métodos que deve ser considerada, assim como 

as dificuldades das técnicas de diagnóstico da PTB (YAMASAKI et al., 2013). 

   

Tabela 1. Distribuição da ocorrência de PTB em diferentes estados brasileiros.  

Região 
estudo 

Animal Leiteiro/ 
Corte 

Técnica Utilizada Material Prevalência Referência  

Rio de 
Janeiro 

Bovino Corte  - - -- Dupont, 1915  

Rio de 
Janeiro 

Bovino Corte Exames clínicos e 
anatomo- 
histopatologico 

Intestino 1 bovino Santos &Silva,  
1956 

 

Rio de 
Janeiro 

Bovino Corte exames clínicos e 
patológicos 

Intestino 3 bovinos Dacorso filho et al., 
1960 

 

Rio de 
Janeiro 

Bovino Corte Exames necroscópico e 
bacteriológico 

Fezes, 
intestino e 
linfonodos 

1 bovino Silva &Pizelli, 1960  

Santa 
Catarina 

Bovino 
 (touro) 

Corte PPD, exames clínicos e 
patológicos e cultura 

Intestino, 
Linfonodo  

2 bovinos Portugal et al., 
 1979 

 

Rio Grande 
do Sul 

Bovino 
(Touro) 
 

 PPD, exames clínicos e 
anatomo- 
histopatológico  e 
cultura 

Intestino 
Fezes 

1 bovino Ramos et al.,1986  

Minas Gerais Bovino - PPD,  Zieh- Neelsen, 
exames clínicos e 
patológicos e cultura 

Fragmentos 
intestinais 
 

1 bovino Nakajima et al., 
1991 

 

Rio Grande 
do Sul 

Caprino - infecção experimental 
em caprinos, PPD, 
exames anatomo-
histopatológico  

Intestino 66% 
(3 ) 

Poester&Ramos, 
1994 

 

São Paulo Bovino Leiteiro ELISA Soro 65% (40) Rivieira, 1996  

Mato Grosso 
do Sul 

Bovino Corte ELISA Soro 45,5% 
(635) 

Rivieira, 1996  

Rio Grande 
do Sul 

Bovino Leiteiro Exames clínicos, 
anatomo- 
histopatológico e 
cultura 

Intestino, 
linfonodos 

2,31% 
(345) 

Driemeier et al., 
1999 

 

São Paulo Bovino Leiteiro ELISA Soro 37,9% 
(403) 

Fonseca et al.,2000  

Rio de 
Janeiro 

Bovino Leiteiro ELISA Soro 18% (1004) Ferreira et al.,2001  

Rio Grande 
do Sul 

Bovino Leiteiro ELISA , IDGA e Cultura  Soro 39,8% 
(125) 

Gomes et al.,2002  

Paraíba Bovino Leiteiro Cultura Fezes 1,25% 
(160)  

Dias et al.,2002  

Goiás Bovino Corte Exames clínicos e 
anatomo- 
histopatológico 

Intestino - Cunha et al.,2003  

Rio de Bovino Leiteiro IDGA  Soro  29,17% Ferreira et al.,  



11 

 

 

Janeiro (48) 2002 

Pará Bovino Corte ELISA Soro 35,4% 
(514) 

Silva ,2005  

Goiânia Bovino Leiteiro ELISA Soro 60,24% 
(166) 

Acyprest et al., 
2005 

 

Rio de 
Janeiro 

Bovino Leiteiro  PCR, cultura, 
imunohistoquímica, 
Exames clínicos e 
anatomo- 
histopatológico 

Intestino; 
Linfonodo 
mesentérico 

4 casos 
(340) 

Rodrigues,2005  

Rio de 
Janeiro 

Bovino Leiteiro ELISA,  cultivo 
bacteriano e 
histopatologia 

Soro 12,8 % 
(133) 

Ristow et al., 
2007 

 

Pernambuco Bovino Leiteiro ELISA Soro 32,3% (55) Mota et al., 
2007 

 

Minas Gerais Bovino Leiteiro Cultura, ELISA, PCR  
 

Fezes,Leite 3,6%  (200) Carvalho,2008  

Paraíba Bovino Leiteiro Exames clínicos e Zieh-
Nielsen, anátomo-
histopatológicos e 
cultura, Elisa 

Intestino, 
Fezes, 
Soro 

2 casos 
(160) 

Mota et al.,2009  

Paraíba Ovino e 
Caprino 

- PPD, Exames clínicos,  
anatomo- 
histopatológico 
imunoshitoquímica 

 válvula 
ileocecal e 
linfonodos 
mesentéricos 

25,4% 
(200) 
 

Oliveira et al., 
2010 

 

Rio de 
Janeiro 

Bovino Leiteiro ELISA, PCR Soro 40% 
(298) 

Yamasaki et al., 
2010 

 

Espírito 
Santo 

Bovino  Leiteiro ELISA Soro 11,4% 
(1450) 

Costa et al.,2010  

Paraíba Bovino Leiteiro ELISA Soro 10,8%  
(486) 

Medeiros et al., 
2012b 

 

 Minas 
Gerais 

Bovino Leiteiro PCR IS900, clonagem e 
sequenciamento 
genético 

Leite 3,8% (206) Carvalho et al., 
2012 

 

Rio Grande 
do Sul 

Bubalin
o 

- ELISA, cultura, exames 
clínicos e aná-
histopatológicos, 
imunohistoquímica, 
PCR  

Fezes, ileo,  e  
linfonodos 
mesentéricos 

20%  
(203) 

Dalto et al.,2012  

Paraíba Caprino 
 
Ovino 

- Exames 
histopatológicos, Zieh-
Nielsen e PCR 

linfonodos 
mesentéricos 
e válvula 
íleocacal 

12,16% (74 
caprinos) 
15,6% (77 
ovinos) 

Justiano, 
2012 

 

Pernanbuco Bovino Leiteiro ELISA Soro 2,7% (408) Sá &Pinheiro 
 Junior, 2013 

 

Paraíba Caprino - ELISA Soro (0,82%) 727  

 Freitas et al., 
 2015 
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2.7.  Impacto econômico da paratuberculose 

Tem sido um grande desafio calcular as perdas para a indústria de 

laticínios associados à infecção subclínica MAP, devido à grande dificuldade 

em identificar portadores subclínicos e avaliar o impacto da infecção na 

produtividade destes animais (HASONOVA & PAVLIK, 2006; JOHNSON-

IFEARULUNDU & KANEENE, 1997). 

O impacto econômico da PTB no gado leiteiro tem sido o foco de muitos 

estudos (HASONOVA & PAVLIK, 2006). Perdas econômicas estão associadas 

ao descarte prematuro dos animais (BENEDICTUS et al., 1987;JOHNSON-

IFEARULUNDU et al., 2000; HENDRICK et al., 2005);  redução da fertilidade 

(JOHNSON-IFEARULUNDU et al., 2000); e redução da produtividade leiteira 

(RAIZMAN et al., 2007; RAIZMAN et al., 2009). E também com os custos 

indiretos relativos à mão-de-obra, dieta, despesas com veterinários, despesas 

com testes de diagnóstico, despesas com medicamentos; despesas com 

programas de controle (OTT et al., 1999; OTTE & CHILONDA, 2000)  

Segundo McKenna et al. (2006)  essas perdas têm uma computação 

ainda maior em animais subclínicos e redução da eficiência reprodutiva, 

eficiência alimentar, e diminuição na produção de leite. As  perdas associadas 

com PTB subclínica, animais infectados sem sinais clínicos aparentes, têm sido 

mais difíceis de quantificar por causa da dificuldade em detectar com precisão 

por meio dos testes de diagnósticos disponíveis atualmente. Esses estudos são 

feitos geralmente por teste de ELISA, através da detecção da resposta imune 

no organismo, uma vez, que o cultivo fecal tem custo elevado e longo tempo 

para obter os resultados das amostras. 

No Brasil existe uma carência sobre a doença e sobre os impactos 

econômicos por ela produzidos nos rebanhos, não existindo ainda nenhum 

estudo publicado sobre impacto da PTB (GOMES, 2002), uma vez que a 

doença tem um longo período de incubação, e os sinais clínicos tipicamente só 

aparecem depois de dois a cinco anos e vem causando prejuízo em vários 

países. 
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Nos EUA, onde a doença possui elevada importância econômica porque 

provoca altos prejuízos, relacionados principalmente a rebanhos leiteiros (OTT 

et al., 1999). Segundo Abbas et al (2011), estima-se que a prevalência da 

infecção por MAP em rebanhos leiteiros nos EUA varie de 20 a 40% e os 

custos para a indústria de laticínios são estimados em 220  a 250 milhões de 

dólares por ano, devido á perda da reprodutividade, ao aumento dos custos de 

reposição de vaca e á redução da produção de leite e diminuição da fertilidade. 

 Um estudo realizado por Chi et al. (2002), no Canadá, estimou os custos 

anuais da PTB comparado com outras três doenças: diarreia viral bovina 

(BVD), leucose enzoótica bovina (EBL) e neosporose. A PTB teve o maior 

custo estimado em CD$ 2472 por rebanho infectado, utilizando um tamanho 

médio do rebanho de 50 vacas.  

Segundo Paliochi et al. (2003), na Argentina as perdas econômicas são 

estimadas em 22,0 milhões de dólares para a criação de gado e 6,3 milhões de 

dólares para o gado leiteiro na área pecuária a criação da província de Buenos 

Aires. 

No Brasil, essas perdas econômicas podem ser ainda maiores como 

detentor do segundo maior rebanho do mundo e com relatos 

da PTB em bovinos em quase todo território nacional. Entretanto, existe uma 

carência de informação sobre a doença e sobre os impactos econômicos por 

ela produzidos nos rebanhos, não existindo ainda nenhum estudo publicado 

sobre impacto da PTB.  

 

2.8. Programas de controle da paratuberculose 

 

O controle e erradicação da PTB é uma tarefa complicada devido á: 1) 

seu longo período de incubação e ausência de sinais clínicos nos estágios 

iniciais da doença, período em que os animais infectados podem ser 

disseminadores da enfermidade, através das fezes mesmo sem apresentarem 

doença; 2) falta de métodos laboratoriais sensíveis e específicos que permitem 

diagnosticar o animal principalmente nas fases iniciais da doença (SOHAL et 



14 

 

 

al., 2015; RADHIKA et al., 2014); 3) falta de métodos eficazes para o 

tratamento e prevenção (FACCIUOLO et al., 2013). Tudo indica que sem novos 

métodos de diagnóstico a erradicação da doença é uma meta irreal. Por 

enquanto, todos os esforços devem serem direcionados na elaboração de 

medidas de controle da infecção, efetivas e economicamente justificadas, que 

devem ser utilizadas como base para geração dos programas de controle da 

PTB (GROENENDAAL & GALLIGAN, 2014). 

Segundo Greig et al.(1999) um programa de controle da PTB efetivo 

dependerá de um claro entendimento das fontes de infecção, vias de 

transmissão da doença e a rápida detecção de animais infectados, permitindo 

assim a remoção de indivíduos portadores do rebanho. Antes de estabelecer a 

prevenção e o programa de controle da PTB, uma avaliação sistemática da 

ocorrência e a prevalência da doença em um determinado rebanho, ou região 

são essenciais (AYELE et al.,2001; KENNEDY & BENEDICTUS, 2001).  

Na maioria dos países desenvolvidos, os programas de controle e 

prevenção da PTB foram implementados durante as três últimas décadas. Os 

programas têm variado dependendo da especialidade da produção pecuária, 

do ambiente de agronegócio e se os órgãos governamentais ou indústria 

pecuária têm sido os principais motores da implementação do programa. 

Maioria desses países (EUA, Canadá, Austrália, Noruega, França, Islândia, 

Japão, Holanda, Dinamarca, Gre-Bretânia) optaram por programas voluntários 

de controle (revisado por GERAGHT et al., 2014). E as estratégias principais 

incluem, geralmente, um ou mais dos seguintes objetivos: 

• Melhoramento do conhecimento e compreensão da PTB por 

produtores e desenvolvimento de ferramentas para melhor gestão da 

infecção MAP;  

• Prevenção e controle dos efeitos da doença de Johne no bem- 

estar dos animais e na produtividade da indústria agropecuária; 

• Avaliação do status de gado e rebanhos de reprodução em 

relação da PTB através de testes diagnósticos e 

identificação/certificação dos rebanhos de baixo e de alto risco; 
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• Redução da ocorrência de PTB em rebanhos e regiões 

infectados e de introdução de animais com PTB em rebanhos não 

infectados (atividades de bio-exclusão) e prevenção da sua 

disseminação para áreas não afetadas (bio-contenção); 

• Gestão dos riscos associados à contaminação de produtos 

alimentares por MAP. 

A principal medida direcionada na redução de disseminação da infecção 

(bio-contenção) se baseia atualmente em teste-e-abate dos animais doentes, 

sendo que as tentativas de vacinação para prevenção de infecção no gado 

bovino não foram eficazes (BASTIDA & JUSTE, 2011; CHO et al., 2012;. AL-

GHAMDI, 2013; KHOL & BAUMGARTNER, 2012; BENNETT et al, 2012).  

Apesar de ter sido bem sucedida a nível agrícola, essa estratégia 

apresenta custo econômico elevado, pois a falta de sustentabilidade dos testes 

diagnósticos repetidos e abate contínuo de animais no início da sua vida 

produtiva dificultam a aceitação generalizada dessas medidas para o uso em 

uma escala mais ampla em países mais pobres e pelos produtores de médio e 

pequeno porte.  

Por razões econômicas, nos países em desenvolvimento, que incluem 

grandes produtores de carne e leite, como Brasil, Índia e Argentina, os 

programas de controle da PTB não foram implementados ainda.  

No Brasil, o primeiro passo direcionado no monitoramento da situação 

epidemiológica em relação da doença de Johne foi feito a partir de 2013. O 

Ministério de agricultura, pecuária e abastecimento incluiu a PTB na lista de 

doenças de notificação obrigatória ao serviço veterinário oficial (SVO), no grupo 

de doenças que requerem notificação imediata de qualquer caso confirmado 

(MAPA, 2013). Próximo passo é o desenvolvimento do programa nacional de 

controle da PTB adaptado para realidades do país e aplicação das medidas de 

controle e prevenção da doença sob o controle oficial. Neste sentido, o Brasil 

encontra-se em situação privilegiada podendo utilizar somente as melhores 

práticas de controle da PTB de acordo com os resultados de implementação 

dos programas de controle dos outros países. Não há tempo para cometer 

todos os erros cometidos na luta sanitária contra a PTB. 
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 Alguns cuidados mínimos de biossegurança devem ser tomados pelos 

agricultores envolvidos na criação do gado, segundo AHA ( 2012):  

• Manter as áreas de maternidade e parto limpo, seco e livre de estrume. A 

área de maternidade e parto não deve abrigar não parturientes ou animais 

doentes;  

• Certifique-se que gados adicionados ao rebanho venha de apenas fontes de 

baixo risco devidamente documentados; 

• Minimizar a exposição de gado jovem ao estrume de gado adulto; 

• Evitar a exposição de gado com bovinos e outras espécies animais 

suscetíveis que podem ser infecciosos. 

• Minimizar a contaminação dos alimentos, água, equipamentos e veículos com 

esterco. 

• Segregar, testar e remover casos clínicos suspeitos do rebanho, o mais 

rapidamente possível.  

Cuidados específicos a serem tomados com rebanho leiteiro: 

• separar imediatamente do gado adulto quaisquer bezerros que serão retidos 

no rebanho ou vendidos para fins de leiteiros. 

• Só alimentar bezerros com leite pasteurizado ou de um substituto do leite de 

qualidade. 

• Manter estoque novo livre da exposição ao esterco de gado adulto, mante-los 

sempre separados por idade. 
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2.9.  Dificuldades no diagnóstico e tratamento da paratuberculose 

 
 

As grandes dificuldades no diagnóstico da PTB estão relacionadas ao 

caráter crônico da infecção, lento crescimento de bactéria e demora no 

aparecimento dos sinais clínicos da doença visto que o sistema imune é capaz 

de controlar infecção durante períodos prolongados de tempo. Todas essas 

particularidades da patogênese dificultam a detecção precoce do agente 

causal, MAP, em animais (COLLINS et al., 2006, NIELSEN, 2009; KÄSER et 

al., 2009). 

Os sinais clínicos da PTB, como o emagrecimento dos animais sem perda 

do apetite, a diarreia intermetente, profusa, homogênea, semifluida ou líquida, 

não responsiva a tratamentos (JUBB et al., 2007;  BEHR & COLLINS, 2010), 

são inespecíficos e devem ser confirmados por testes laboratoriais. 

Os principais métodos de diagnóstico laboratorial atuais baseiam-se a) 

detecção do agente etiológico em amostras clínicas (cultura de MAP ou 

detecção BAAR (bacilos álcool - ácidos resistentes) e, pela coloração de Ziehl- 

Neelsen nas fezes ou tecidos; b) testes sorológicos com detecção da resposta 

imune humoral do hospedeiro em resposta á infecção; c) detecção da 

imunidade celular através do teste intradérmico PPD ou teste de IFN-γ in vitro; 

d) provas moleculares de detecção de DNA bacteriano por PCR nas fezes, 

tecidos ou leite (MANNING & COLLINS, 2001; revisado por ROUSSEL et al., 

2007).  

Todavia, em geral, a maioria destes testes tem baixa sensibilidade em 

animais jovens ou no início do desenvolvimento da doença, levando aos 

resultados falso-negativos (MANNING & COLLINS, 2001; STABEL, 1997). 

Resultados falso-positivos são mais frequentes durante a utilização dos 

métodos imunológicos, como sorodiagnóstico ou teste PPD, devido a reações 

cruzadas com outras micobactérias, que o gado pode adquirir do meio 

ambiente e que também podem induzir a resposta imune (FACCIUOLO et al., 

2013; LILENBAUN et al., 2007;  MANNING & COLLINS, 2001). 
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 A sensibilidade dos testes laboratoriais aumenta à medida que a doença 

progride, mesmo antes de os sinais da doença serem perceptíveis 

(GILARDONI et al., 2012; STABEL, 1997).  

O isolamento de MAP das fezes e/ou tecidos é o método de diagnóstico 

mais definitivo e considerado padrão ouro para o diagnóstico da PTB, apesar 

de apresentar baixa sensibilidade (varia entre 50% e 70%), quando o 

isolamento é feito a partir de amostras fecais de bovinos (OIE, 2014; COLLINS 

et al., 2006; STABEL, 1997). MAP requer condições especiais para o 

crescimento devido sua dependência a micobactina J e, além disso, levam até 

16 semanas para que surjam as primeiras colônias (CHIODINI et al., 1984). A 

concentração detectável de bacilos nas fezes é alta (limite de detecção pelo 

menos 100 UFC/g fezes). Isto dificulta a detecção dos animais nas etapas 

iniciais da infecção, quando a eliminação de bactéria nas fezes ainda não 

acontece ou está baixa (MANNING & COLLINS, 2001). Uma vez que os 

animais infectados entram na fase clínica da doença, apenas 15-25% deles 

podem ser detectados por cultura bacteriana (GILARDONI et al., 2012). 

Um grande problema quando se trata do cultivo fecal é a contaminação 

da cultura por outros micro-organismos fecais sendo que para minimizar esse 

problema, as amostras são submetidas a processos de descontaminação para 

reduzir significativamente a quantidade de fungos e bactérias, o que leva aos 

erros de amostragem relacionados à seleção dos espécimes, e dos transtornos 

do processamento, que diminuem a sensibilidade do método (NIELSEN & 

TOFT, 2008; STEHMAN, 1993). 

Outra técnica que permite a visualização dos bacilos nas fezes ou tecidos 

submetidos aos testes histopatológicos é a coloração do esfregaço pelo 

método Ziehl-Neelsen. No entanto, a simples visualização não permite 

diferenciar MAP de outras espécies micobacterianas (baixa especificidade do 

teste). Além disso, quando os animais eliminam poucas micobactérias nas 

fezes, a baciloscopia pode levar aos resultados falsos negativos. Por estas 

razões, apesar de ser rápido e de baixo custo, a baciloscopia não é 

recomendado para o diagnóstico da doença (LILENBAUN et al., 2007). 

Os testes sorológicos mais utilizados para detecção dos anticorpos contra 

MAP (sorodiagnóstico) são os ensaios de imunoabsorbção (ELISA), de fixação 
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do complemento (CF) e imunodifusão em gel de agar (IDGA). Estes métodos 

são relativamente fáceis de executar e baratos, mas sua especificidade 

depende dos antígenos utilizados para captura dos anticorpos e a sensibilidade 

varia nas diferentes fases da infecção (SHERMAN et al., 1984; KREEGER, 

1991; SOCKETT et al., 1992). Segundo Bakker et al. (2000), o teste ELISA terá 

uma sensibilidade crescente a partir de zero, nas fases iniciais da doença, até 

100%, quando o animal começar a mostrar sintomas clínicos. Os resultados do 

sorodiagnóstico são muitas vezes determinados por referência a resultados de 

cultura de fezes, que em si tem desconhecida sensibilidade em bovinos 

subclínicamente infectados. Quando usado para confirmar o diagnóstico da 

PTB em vacas com sinais clínicos, os testes sorológicos tem um desempenho 

muito bom (OIE, 2014). 

O ensaio de ELISA oferece  maior sensibilidade que os testes de fixação 

do complemento (CF) e imunodifusão em gel de agar (IDGA) (STABEL, 1998; 

AYELE et al., 2001) se tornando melhor para determinar a prevalência da 

infecção de um rebanho. Logo, o ELISA é o teste mais utilizado, tanto para 

análise das amostras do soro, quanto para leite, na triagem rebanhos e nos 

programas de controle (GILARDONI et al., 2012; NIELSEN  & TOFT  2008; 

STABEL, 1998).  Segundo Hermel (1998), a sensibilidade do ELISA para casos 

clínicos tem sido relatada como sendo de 85%, já para casos subclínicos a 

sensibilidade é de cerca de 15%. Uma pré-absorção de soro utilizando 

amostras de M. phlei com objetivo de remover os anticorpos contra antígenos 

comuns para diferentes espécies micobacterianas (YOKOMIZO et al., 1991) ou 

utilização dos antígenos MAP-específicos pré-selecionados para captura (MON 

LAURA et al., 2012; FACCIUOLO et al., 2013) tem aumentado a especificidade 

do ELISA comercial.  

Outro teste sorológico, o teste de fixação do complemento (CF) é mais 

frequentemente usado para testar gado para fins de importação e exportação 

(STABEL, 1998). Este método detecta anticorpos fixadores do complemento 

para MAP no soro sanguíneo. Sua especificidade é considerada menor que 

IDGA e ELISA (COLLINS& MANNING, 2001; AYELE et al., 2001). 

Entre testes que se baseiam na verificação da resposta imune celular 

contra MAP é o teste intradérmico PPD in vivo (Intradermorreacção) que se 
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fundamenta no desenvolvimento de uma reação de hipersensibilidade tardia 

tipo retardada (DTH) na resposta a injeção intradermal do antígeno, dos 

extratos protéicos purificados obtidos a partir de MAP, que são conhecidos 

como PPD Johnina ou Paratuberculina (BANNANTINE et al., 2010; ROBBE–

AUSTERMAN et al., 2006; MANNING and COLLINS, 2001).  

Teste intradérmico continua sendo amplamente utilizada no diagnóstico 

da PTB apesar da sua baixa sensibilidade e especificidade. Este teste é 

considerado positivo quando há um aumento da espessura da pele maior que 3 

mm após 24 a 72 h (NIELSEN et al.,2001). A desvantagem do teste é devida á  

alta frequência de resultados falso-positivos, devido à reação antigênica 

cruzada como micobactérias presentes no ambiente (LILEMBAUN et al., 2007; 

HARRIS &BARLETTA, 2001). 

No entanto, alguns autores não recomendam o uso do PPD para o 

diagnóstico da PTB devido à baixa especificidade e a uma fraca correlação 

com o estado de infecção do animal (CHIODINI, 1984a; COCITO et al., 1994; 

COLLINS, 1996).  

Outro teste de imunidade celular é IFN-γ, um ensaio de detecção da 

resposta mediada por células in vitro. O método baseia-se na produção e 

liberação de IFN-γ por linfócitos bovinos isolados do sangue de animais  

estimulados ex vivo frente a vários antígenos micobacterianos, incluindo PPD 

Jonina e PPD M. bovis (MUNIR et al., 2014; WOOD et al., 1992). 

Posteriormente, a quantificação do IFN-γ realiza-se mediante ELISA (MUNIR et 

al., 2014, GARRIDO et al., 2000; STEWART et al., 2004). O ensaio é útil para 

bovinos jovens, recentemente infectados, e que ainda são soronegativos 

(PALIOCHI & ROMANO, 2007). Todavia, é pouco utilizado para o diagnóstico 

da PTB, pois têm como desvantagem a necessidade de manter ex vivo os 

linfócitos indicados para a estimulação, devendo ser executado num curto 

período após a colheita de amostras e os resultados do ensaio são de difícil 

interpretação. Não existe um acordo na interpretação e nem em relação aos 

tipos e quantidades de antígenos usados para estimular os linfócitos do sangue 

(OIE, 2014; NIELSEN &TOFT, 2008). 

  A introdução de métodos baseados na detecção molecular de DNA 

micobacteriano em diversos materiais incluindo leite, tecidos e fezes, através 
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da reação PCR, foi um avanço no diagnóstico da PTB. A caracterização das 

sequências de inserção, IS900 e IS901,F57 como sendo específicas para MAP 

proporcionam uma excelente ferramenta de detecção desta micobactéria e sua 

diferenciação das outras espécies e subespécies micobacterianas através de 

PCR (SLANA et al., 2009; VARY et al., 1990; PALIOCHI &ROMANO, 2007). É 

uma técnica rápida que permite a obtenção dos resultados em três dias, em 

comparação com as várias semanas necessárias para a cultura (CHAUDHARY 

et al., 2009).  No entanto, a larga utilização desta técnica é limitada devido: i) 

dificuldade de obtenção de amostras de DNA de qualidade, principalmente de 

fezes dos animais que carregam vários inibidores de reação, como grandes 

quantidades de DNA irrelevante, polissacarídeos, sais biliares entre outros; ii)a  

alta sensibilidade da técnica pode produzir resultados falsos positivos devido a 

contaminação com amostras previamente amplificados; iii) requerimento de 

equipamentos específicos, técnicos e mão de obra especializados, o que 

aumenta o custo deste tipo de diagnóstico limitando seu uso em países em 

desenvolvimento (LILENBAUM et al., 2007). Seu limite de detecção é de 104 

bactéria /g da amostra o que torna-se uma limitação para o uso. Outro fator 

limitante é o custo adicional do pré-tratamento da amostra fecal utilizando 

membrana de sílica em mini-colunas ou partículas magnéticas, que podem 

aumentar a taxa de detecção de MAP por PCR (STING et al., 2014 ;  MUNIR  

et al., 2014 ). 

 No Brasil, existe uma carência grande de métodos de diagnóstico da 

PTB, principalmente no que se refere ao custo, rapidez e sensibilidade sendo a 

maioria dos casos diagnosticados por aspectos anatomo-histopatológicos e 

confirmados por testes laboratoriais específicos tais como cultura e ELISA.  

Outros testes laboratoriais são utilizados raramente. Nos casos avançados da 

doença de Johne comumente observa-se linfangite, sendo a característica 

macroscópica presuntiva do diagnóstico da PTB. As principais lesões 

macroscópicas da doença ocorrem no intestino delgado e caracterizam-se por 

acentuado espessamento da mucosa, que assume aspecto rugoso e megalia 

dos linfonodos mesentéricos (DRIEMEIER et al., 1999; CHIODINI et al., 1984). 

As principais alterações microscópicas são observadas no intestino delgado, 

mais especificamente no jejuno e íleo, nos vasos linfáticos do mesentérico e 
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nos linfonodos mesentéricos, e incluem enterite, linfangite e linfadenite 

granulomatosa associados aos BAAR em macrófagos (CHIODINI et al., 1984; 

KREEGER, 1991).  

O diagnóstico da PTB por aspectos anatomo-histopatológicos se torna 

desvantajoso, pois somente diagnostica animais post mortem, pois se tem o 

maior interesse dos testes em animais vivos minimizando o impacto econômico 

causado pela doença. 

Em vários países, a técnica de ELISA é rotineiramente utilizada para 

análise das amostras de leite e soro, na triagem de rebanhos e nos programas 

de controle (NIELSEN et al., 2007). No entanto, no Brasil, os kits comerciais 

ELISA de diagnóstico são importados e acabam custando caro para o 

diagnóstico de rotina. Além disso, as técnicas de cultura e PCR também são 

caras, com isso acaba dificultando o diagnóstico da doença e a inserção nos 

programas de controle. 

Em relação ao tratamento, atualmente não existe um que seja efetivo 

para a PTB devido à alta resistência da micobactéria causadora da doença aos 

antibióticos existentes. Isso exige esquemas prolongados de tratamento, 

isolamento das cepas para testes de susceptibilidade a drogas e uso de 

diferentes fármacos em combinação (BORODY et al., 2007.,  ST-JEAN and 

JERNIGAN, 1991). Tudo isso demonstra que o tratamento da PTB do gado não 

é justificável economicamente. Além disso, o tratamento é pouco efetivo, pois 

não bloqueia completamente a eliminação de bactérias nas fezes e, com isso, 

não contribui para o controle da PTB nos rebanhos (HARRIS and BARLETTA, 

2001).  

A vacinação contra PTB é uma medida bastante contraditória, uma vez 

que pode ajudar na prevenção da manifestação clínica da doença e, através 

disso, na redução de eliminação massiva de bactérias com as fezes. Por outro 

lado, não previne necessariamente a infecção dos animais jovens (LU et al., 

2013a). A vacinação interfere ainda no diagnóstico por meio de testes 

imunológicos, não somente da PTB, mas também da tuberculose bovina, 

afetando a eficácia dos programas nacionais de erradicação da Tuberculose 

bovina já existentes (OIE, 2014). Por essas razões, a vacinação como medida 

de controle da PTB no gado bovino não foi aceita na maioria dos países, 
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apesar da autorização do seu uso em pequenos ruminantes não submetidos a 

programas de tuberculose (JUSTE and CASAL, 1993). 

 No entanto, alguns países com problemas substanciais de infecção por 

MAP e relativamente baixa incidência da tuberculose bovina, entre eles 

Austrália, EUA, Canadá, fazem uso da vacinação como medida de controle da 

infecção em alguns rebanhos (BATISDA and JUSTE, 2011; FRIDRIKSDOTTIR 

et al., 2000). 

 

 
2.10.  Iniciativas para um diagnóstico preciso da Paratuberculose 

bovina 

As dificuldades apresentadas sobre o diagnóstico da PTB revelam que 

existe uma grande necessidade no desenvolvimento de métodos sensíveis, 

simples e de baixo custo.  A praticidade de métodos imunoquímicos para o 

diagnóstico da PTB incentiva pesquisadores a buscar novas abordagens para 

este tipo de diagnóstico, incluindo o imunodiagnóstico fecal. A OIE, 2014 

sugere como novos métodos de diagnóstico da PTB, a detecção de antígenos 

em fezes ou em tecidos principalmente em animais vacinados.  

Em relação aos métodos de diagnósticos, várias metodologias têm sido 

abordadas também no contexto de isolar antígenos e Imunoglobulina A (IgA)  

das fezes de animais, e de humanos com doença intestinal provocada por 

helmintos (ERIKSEN et al, 1996; CHARDES et al, 1990; ROSOFF & STIBBS, 

1986) e bactérias como Helicobacter pylori (KOLETZKO et al., 2003), e em 

pacientes com doença de Crohn (KINOSHITA, et al., 2001). 

 Aumento nos títulos de IgA fecal foi considerado como um confiável 

indicador de infecção por Rotavírus, mesmo na ausência de partículas virais 

detectáveis nas fezes (BERNSTEIN et al., 1996). Curiosamente, devido à 

associação entre MAP e a doença de Crohn (DC) em humanos, foram 

realizados estudos de imunoglobulinas anti-MAP em soro e fluido intestinal de 

pacientes com DC, demonstrando um aumento na concentração de IgA e IgG 

total no soro e de apenas IgG em pacientes com DC (VERDIER et al., 2013).  
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Em animais com PTB, observou-se que são reconhecidos pela presença 

dos anticorpos IgM e IgG contra antígenos de MAP no soro, o que foi bem 

demonstrado (BIET et al., 2008), mas a produção de IgA específica e a sua 

presença nas fezes e fluidos intestinais ainda não foram investigadas. Vale 

ressaltar que a infecção do gado por MAP ocorre através da mucosa intestinal, 

induzindo a produção e secreção de IgA específica.  A IgA  representa a classe 

de anticorpo mais proeminente na superfície de mucosa intestinal, onde 

desempenha a primeira linha de defesa da mucosa,  sendo um candidato ideal 

para utilização como um agente terapêutico ou profilático (MESTECKY et al., 

1999). Sua função inicial é impedir que micro-organismos se liguem á mucosa, 

fazendo com que esses não consigam se ligar e penetrar a mucosa o que 

causaria a infecção (MANTIS  et al., 2011).  

A IgA é produzida diretamente nos tecidos linfóides de mucosas por 

plasmócitos locais, e sua secreção é mediada pelo receptor poli-Ig que está 

presente nas células epiteliais intestinais, capaz de transportar ativamente a 

IgA por vesículas até o lúmem intestinal (PILLAI, et al., 2012). A IgA que é 

excretada nas secreções ocorre predominantemente como complexo dimérico 

contendo dois peptídeos adicionais, denominados cadeia-J e componente 

secretório (SC). A IgA secretória (SIgA) tem importância na proteção da 

mucosa intestinal contra a adesão e invasão de patógenos entéricos 

(MICHETTI, et al., 1992) e  tem sido apoiada por estudos em que a proteção foi 

associada com a presença de IgA específica em secreções, tais como fezes 

(MICHETTI, et al., 1992). A SIgA apresenta essas funções por ser capaz de 

suportar a ação de enzimas proteolíticas presente no trato gastrointestinal. 

Sendo assim, os níveis e a especificidade das IgAs presentes na mucosa 

constituem um bom marcador dos eventos imunológicos no trato 

gastrointestinal (VAERMAN, 1984). 

Além da sIgA, outra estratégia para o diagnóstico da PTB são as 

proteínas secretadas em meio de cultura durante o crescimento de MAP, 

devido sua interação inicial com o sistema imune do hospedeiro. Estas 

proteínas têm sido estudadas como possíveis candidatas a vacina e para o 

desenvolvimento de novos testes de diagnóstico (MUTHARIA et al., 1997).   
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Antígenos secretados pelas micobactérias metabolicamente ativas 

poderiam ser alvos interessantes para o reconhecimento na imunodetecção. 

No caso das infecções micobacterianas intestinais, como PTB, as fezes podem 

ser utilizados como material de imunodetecção da presença de bactéria e seus 

antígenos no trato intestinal. A utilidade desta abordagem foi demonstrada 

recentemente para diagnóstico da outra infecção do trato gastro-intestinal, 

provocada por Helicobacter pylori. A imunodetecção dos antígenos deste 

patógeno em fezes através do ELISA é um dos principais métodos do 

diagnóstico desta infecção atualmente (KOLETZKO et al., 2003).  

Membros do gênero Mycobacterium secretam uma variedade de 

proteínas que são detectáveis em filtrado de meio de cultura. Dentre elas, 

destaca-se um complexo de 45/47 kDa denominado APA (alanine-proline 

antigen) ou Mtb 32, que contém uma alta porcentagem de alanina (20%) e 

prolina (20%), e é uma das proteínas ativamente secretadas pelas 

micobactérias durante seu crescimento. No filtrado do meio de cultura, este 

complexo protéico representa 2% de todo material secretado e possui as 

propriedades antigênicas imunodominantes (HORN C. et al., 1996).   

A proteína APA se encontra em várias micobactérias tais como M. bovis 

BCG, M. bovis (MB), M. tuberculosis (MT) e MAP.  Esta proteína está expressa 

de forma diferente nas bactérias de família M. tuberculosis e M. avium. A 

composição de aminoácidos de APA de M. avium subsp. paratuberculosis 

difere em comprimento com outros ortólogos. MAP-APA possui 368 resíduos, 

43 aminoácidos a mais que no complexo de M. tuberculosis (GIOFFRÉ et al., 

2009). Foi demonstrado que em sobrenadante de filtrado de cultura de MAP, 

MAP-APA apresenta peso molecular 50 – 60 kDa  e MB- Apa ou MT-Apa 

apresenta um peso de 45 – 47 kDa no sobrenadante de cultura destas 

micobactérias (GIOFFRE  et al., 2009). 

Esta proteína possui um domínio que liga a fibronectina podendo, 

portanto, estar envolvido na virulência do bacilo, especialmente no período 

inicial da infecção (GIOFFRE et al., 2009). Foi demonstrado que esta proteína 

está localizada na parte interior do envelope celular, possui capacidade de 



26 

 

 

aderir a fibronectina (FAP- fibronectin-attachment protein) e está mediando a 

interação da micobactéria com as células M das placas de Peyer do intestino, 

considerada como porta de entrada na invasão (SECOTT et al., 2004). Sendo 

assim, as propriedades imunogênicas desse antígeno facilita a obtenção de 

anticorpos contra estas proteínas e a produção de anticorpos monoclonais 

seria de grande relevância, uma ferramenta útil e definitiva na identificação da 

doença. 
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3. Justificativa 

 
A Paratuberculose bovina continua entre os maiores problemas veterinários 

provocando grandes perdas econômicas, principalmente nos países de 

agropecuária industrial, como Brasil. Apesar de pertencer às enfermidades da 

Organização Mundial da Saúde Animal  que compreendem as doenças 

transmissíveis de importância socioeconômica e/ou de importância em saúde 

pública, cujo controle é necessário para o comércio internacional de animais e 

alimentos de origem animal (OIE, 2010), o programa estatal de controle da PTB 

não existe no Brasil e a incidência da PTB é subestimada. Um gargalo na 

vigilância mais ampla dos animais infectados por MAP é a falta dos métodos 

simples e específicos para diagnóstico da PTB que permita a identificação de 

animais positivos em estágios subclínicos da infecção. Portanto, o diagnóstico 

preciso e específico da PTB, ainda é um desafio. Isso pode estar associado à 

baixa sensibilidade dos testes laboratoriais ou á variação da resposta 

imunológica frente à infecção por MAP. Novas abordagens para 

imunodiagnóstico baseadas na detecção e identificação de antígenos de MAP 

ou sIgA em fezes, utilizando anticorpos podem ser úteis para diagnóstico. Um 

dos antígenos ativamente secretado por MAP que pode ser utilizado como alvo 

de detecção é a proteína APA (SOUZA et al., 2011). 

Este projeto visa estabelecer métodos imunoquímicos através de 

detecção da IgA específica e dos antígenos de MAP, incluindo antígeno APA, 

nas fezes dos animais doentes ou assintomáticos. Como ferramentas para 

estes métodos foram utilizados anticorpos de fácil produção em grande escala- 

os anticorpos IgY produzidos em ovos das galinhas imunizadas e anticorpos 

monoclonais produzidos pelos hibridomas gerados em nosso laboratório 

(SOUZA et al., 2011), onde foram desenvolvidos um kit de ELISA sanduiche 

anti-APA para imunodiagnóstico rápido da PTB em fezes de animais para 

melhorar o diagnóstico dessa enfermidade (patente depositada). A eficácia da 

detecção dos animais infectados foi feita através da utilização do novo kit em 

comparação com métodos convencionais (o sorodiagnóstico, utilizando kits de 

ELISA comerciais). 
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4. Objetivos 

 

Desenvolver novos métodos imunoquímicos para o diagnóstico de 

paratuberculose em fezes de gado bovino utilizando como ferramenta novos 

anticorpos monoclonais específicos e IgA 

 

4.1- Objetivos específicos 

 

 1) Coletar amostras de material biológico (fezes e sangue) de gado com doença 

clínica ou suspeitos em PTB para testes de imunodiagnóstico convencionais 

(sorodiagnóstico) e novos métodos de imunodetecção de antígenos 

micobacterianos em fezes; 

2) Estabelecer protocolos para a detecção de IgA em material fecal de bovinos 

com PTB (ELISA, Western Blotting); 

3) Detectar IgA nas fezes de animais com PTB, bem como verificar seu 

reconhecimento de antígenos de M. avium subsp. paratuberculosis, M. avium e 

M. bovis por métodos imunoquímicos (ELISA, Western Blotting); 

4) Produzir anticorpos anti-APA nos ovos de galinhas imunizadas pela proteína 

APA-MAP recombinante; 

5) Estabelecer protocolos de detecção e isolamento do antígeno APA -MAP 

nas fezes de bovinos com PTB utilizando anticorpos anti-APA policlonal IgY de 

galinha e monoclonal IgG murino já produzidos como ferramenta; 

6)  Produzir os kits de ELISA sanduíche (mini-kit e kit completo) indicados para 

detecção do antígeno APA-MAP nas fezes do gado; 

7) Identificar animais com PTB nos rebanhos com histórico prévio de PTB através 

de avaliação clínica, métodos convencionais do diagnóstico laboratorial, incluindo 

o  sorodiagnóstico (utilizando kit ELISA comercial) e novos testes imunoquímicos 

propostos para diagnóstico em fezes. 
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5. Metodologia 

 

5.1. Coleta de material biológico do gado com PTB  

 

Amostras de fezes foram coletadas diretamente da ampola retal e o 

sangue foi obtido por punção na veia coccígea com ajuda dos veterinários da 

equipe. Ambas as amostras foram acondicionadas em recipientes plásticos 

com tampa, identificadas, refrigeradas e transportadas ao LBR, UENF. A coleta 

foi realizada nas fazendas do estado do Rio de Janeiro: Penedo e Vassouras 

(fazendas com histórico da doença), Lagoa de Cima e São José de Ubá e na 

Argentina gentilmente cedida pelos colaboradores do INTA (Dra Maria Isabel 

Romano). As fezes obtidas dos animais de Penedo (RODRIGUES,2009; 

SOUZA et al.,2011)  e Argentina foram de bovinos com PTB com confirmação 

clínica e laboratorial da doença através dos seguintes testes convencionais: 

coprocultura, ensaio PCR para detecção de DNA micobacteriano nas fezes. 

Como controles negativo foram utilizados fezes e soros de animais sadios 

oriundos da UAP – Unidade de apoio á pesquisa animal da UENF, onde foi 

executada a vacinação de rotina segundo o Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento do Brasil. 

As amostras de sangue foram centrifugadas a 760 x g, a 4 ° C durante 10 

minutos e as amostras de soro obtidas foram  armazenadas a -20 °C até à sua 

utilização. Os materiais fecais coletados foram armazenados a -70 °C. 

  5.2. Isolamento de IgA nas fezes de animais com  PTB 

As fezes foram descongeladas e amostra de 0,1g foi diluída em 0,5 ml de 

PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBST 0.05%) na presença de mistura dos 

inibidores de proteases (Sigma). Após centrifugação (10.000X g por 30 min). O 

sobrenadante fecal foi submetido a diferentes métodos de concentração: 1) 

precipitação com proteína A/G agarose;  2) concentração por ácido caprílico.  

Os precipitados foram aplicados em tampão de amostra, fervido por 5 minutos 

e aplicados no gel de SDS- PAGE a 12%, e as proteínas foram 

eletrotransferidas para uma matriz de nitrocelulose com poros de 0,45µm 
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(Amersham Life Sciences), de acordo com Towbin et al. (1979), utilizando o 

equipamento de transferência líquida BioRad em tampão de transferência Tris-

Glicina (25mM Tris, 192 mM glicina e 20% de metanol) por 1h e 40 min em 250 

mA constantes. Após a transferência das proteínas, as membranas foram 

incubadas com solução bloqueadora (1% de gelatina em PBS T) durante 1h á 

temperatura ambiente. Em seguida a membrana foi incubada com anticorpo 

secundário anti-Ig total de bovino conjugado à peroxidase (Southern 

Biotechnologies Associates), diluído 1:10000 e anti-IgA de bovino conjugado à 

peroxidase (Bethyl, Tx, USA) diluído 1:30000 em PBST 0.05%, por 1 h à 

temperatura ambiente. A revelação da membrana foi realizada com uma 

solução contendo substrato enzimático e a substância cromógena DAB 

(diaminobenzidina) (100µl Tris-HCL 2 M pH 7,5, 4,9 ml de água destilada, 5 mg 

DAB, 0,3ml imidazol 0,1 M, 5 µl H2O2). 

5.3- Imunodetecção de antígenos de MAP utilizando IgA isolada de 

sobrenadante fecal através de ELISA. 

 Para execução do método, placas de poliestireno de fundo plano (Nunc) 

foram sensibilizadas com  lisados O-BCG-wcl, M. avium- wcl, rAPA de M. 

avium. paratuberculosis (cedida pelo INTA-Argentina). Cinqüenta microlitros 

destes antígenos na concentração de 2g/mL diluídos em tampão 

carbonato/bicarbonato 0.05 M pH 9.7 (Na2CO3 0.015 M; NaHCO3 0.035 M) 

foram adicionados para cada orifício da placa teste de ELISA separadamente  

e incubados por 18 h a  40C. A seguir, os poços foram lavados duas vezes em 

PBST 0.05% e bloqueados 1% de gelatina por 1h. Passado o tempo de 

bloqueio, a placa foi lavada com PBST 0,05% por duas vezes. Como anticorpo 

primário, foi utilizado sobrenadante fecal obtido por centrifugação, onde foi 

incubada por 1 h. A fim de evitar ligações primárias inespecíficas, a placa foi 

lavada três vezes com PBST 0,05%. Posteriormente foi utilizado o anticorpo 

secundário anti-IgA de bovino conjugado à peroxidase diluído 1:30000 em 

PBST 0.05%, por 1 h à temperatura ambiente. A placa, então, foi lavada três 

vezes com PBST 0.05%. A reação foi revelada com 50 l da solução OPD (o-

fenilenodiamina – 2HCl, ácido cítrico 20mM, fosfato de sódio 40mM). A reação 

foi interrompida adicionando-se 50 l de H2SO4 3N  por poço. A leitura foi 
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realizada em espectrofotômetro a 492 nm. Como controle negativo foi utilizado 

sobrenadante fecal extraído de fezes de animais sadios. 

5.4 - Imunização das Aves e coleta de ovos e soro 
 

As aves da linhagem não-isogênica Hysex Brown, foram adquiridas com 3 

meses de idade e mantidas sob condições adequadas em biotério do LBR 

(Aviário – P4). Para as imunizações, foi necessário aguardar o início da 

postura, onde as aves foram imunizadas via intramuscular no músculo peitoral 

com 50 μg de proteína recombinante rAPA (doada pela Dra. Maria Isabel 

Romano, INTA, Argentina). Foram feitos cinco ciclos de imunização, sendo o 1º 

com adjuvante completo de Freund (ACF) (SIGMA), e o 2º com adjuvante 

incompleto, com intervalo de 21 dias entre si. Duas semanas após a 2ª 

imunização foram realizados três boosters com 40 μg de proteína rAPA diluído 

em PBS com intervalo de 14 dias. Os ovos foram coletados uma semana antes 

da imunização, e por todo o período de imunização das aves, para a extração 

de anticorpos IgY da gema. Os ovos foram lavados e armazenados em 

geladeira a 4°C. 

As amostras de sangue foram coletadas por punção através da veia ulnar 

das aves periodicamente e soro foi armazenado para verificação do sucesso da 

imunização e análises comparativas com a titulação obtida a partir do extrato 

de gemas dos ovos, utilizando a metodologia descrita por Almeida et al. (1998). 

Os protocolos de imunização das galinhas foram aprovados pela CEUA da 

UENF (protocolo 077).  

 

5.4.1 - Isolamento de IgY  
 

As gemas foram previamente separadas da clara e lavadas com água 

destilada (H2Odd). O extrato foi retirado por punção, diluído e acidificado (pH 

5,0). A solução de gema foi deixada em repouso overnight a 4ºC. O material 

insolúvel foi removido por centrifugação a 10.000 g por 30 min. Ao 

sobrenadante foi adicionado 29% de sulfato de amônio, sob agitação em 

metodologia descrita por Almeida et al. (1998). 

A solução foi mantida em temperatura ambiente, com pH reajustado para 7,4 - 

7,5, sob agitação por 2h, e recentrifugada a 10.000 Xg por 30 min. O material 
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resultante foi submetido a um processo de diálise, seguido de aliquotamento e 

armazenagem a 4ºC, para análises posteriores. 

 

5.5. Processamento das amostras para detecção do antígeno APA 
no sobrenadante fecal 

 
Aproximadamente 1 g de fezes foi diluída em 3 ml de PBST 0.05%  

contendo cocktail de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich).  As amostras 

foram homogeneizadas sob agitação mecânica em vortex. As suspensões 

fecais foram centrifugadas a 5000X g durante 20 min a 4 °C. Uma porção do 

sobrenadante (2 ml) foi transferida para um tubo Eppendorf estéril e utilizado 

para testes ou armazenado a -20 °C. 

 

5.6. Imunodetecção e isolamento do antígeno APA do sobrenadante 

fecal por técnica Western blotting, com ou sem imunoprecipitação 

prévia. 

 

Os sobrenadantes das fezes de bovinos com manifestações clínicas da 

PTB e animais sadios foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE e Western 

bloting utilizando protocolos convencionais. Alternativamente, os 

sobrenadantes fecais foram previamente imunoprecipitados utilizando os Mabs 

anti-APA e proteína A/G-agarose (CALBIOCHEM) para concentrar e isolar o 

antígeno APA. A presença da proteína APA no sobrenadante foi verificada 

através de análise do imunoprecipitado por Western bloting. O soro policlonal 

murino ou a IgY anti-APA de gema de ovos obtidos dos animais imunizados 

correspondentes foram utilizados como anticorpo de detecção. 

Para imunoprecipitação, o sobrenadante fecal foi incubado com 6 µl do 

anticorpo monoclonal anti- rAPA MAP e 30 µl da proteína G-agarose durante 

uma noite, sob agitação a 4ºC. Após esta incubação, a suspensão foi lavada 3 

vezes através de centrifugação a 2500Xg por 5 min. O precipitado foi 

ressuspendido em tampão de amostra e aplicado no gel de SDS- PAGE a 12%. 

Após eletroforese, as proteínas foram eletrotransferidas para uma membrana 

de nitrocelulose. Como anticorpo primário para tratamento da membrana foi 

utilizado IgY anti rAPA por 1 h em temperatura ambiente. A fim de evitar 
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ligações primárias inespecíficas, a membrana foi lavada três vezes com PBST 

0,05%. Posteriormente a placa foi incubada com anticorpo secundário, goat 

anti- chicken IgY- HRP (diluído 1:800), por 1 h à temperatura ambiente. A 

revelação da membrana foi realizada com uma solução contendo substrato 

enzimático e a substância cromógena DAB (diaminobenzidina) (100µl Tris-HCL 

2 M pH 7,5, 4,9 ml de água destilada, 5 mg DAB, 0,3ml imidazol 0,1 M, 5 µl 

H2O2). 

5.6.1. Coloração pelo Ácido Periódico de Schiff 
 

Após a corrida eletroforética o gel foi submetido à coloração pelo Ácido 

Periódico de Schiff (APS) (JANN, et al., 1975) a fim de verificar a presença de 

glicosilação de proteínas. O ácido periódico tem a capacidade de oxidar os 

grupamentos glicol dos carboidratos, transformando-os em grupamentos 

aldeído. A fucsina básica presente no reativo de Schiff forma um complexo com 

os grupamentos aldeídos formados, produzindo um composto insolúvel 

vermelho. 

Sumariamente, o gel foi fixado em ácido acético glacial a 7,5% durante 1h a 

temperatura ambiente, seguido de uma incubação com solução aquosa de 

ácido periódico a 0,2%, durante 45min a 4°C. Após esta incubação, a solução 

foi desprezada e o gel foi incubado, durante 45min a 4°C, protegido da luz, com 

o reativo de Schiff. O gel foi então lavado com ácido acético glacial a 10% para 

aparecimento das bandas e posteriormente fotografado. 

 
5.7. Imunodetecção de antígeno APA em sobrenadante fecal através 

de ELISA sanduíche 

A placa de microtitulação de ELISA foi sensibilizada com 100 µl/poço do 

anticorpo de captura - MAb anti-APA MAP (2µg/ml) em presença do tampão de 

carbonato-bicarbonato (Na2CO3 0,015M + NaHCO3 0,035M) por 18h a 4°C. 

Em seguida, o anticorpo foi descartado, a placa foi lavada em PBST 0,05% e 

bloqueada através de incubação com solução de bloqueio (PBST com gelatina 

a 0,05%) em por 1h a 37°C, para evitar ligações inespecíficas.  Após esta 

etapa, a placa foi lavada 3 vezes com PBST 0,05%, incubada com 100µl/poço 

do sobrenadante fecal e incubada a 37°C por 1h.  Logo após, a placa foi 
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submetida a uma nova tríplice lavagem com PBST 0,05%  e, posteriormente, 

foi incubada por 1 h a 37°C com 100µl/poço do anticorpo de detecção IgY anti- 

APA MAP diluído em PBST com 0,5% gelatina.  

Posteriormente, a placa foi lavada quatro vezes com PBST e incubada 

com o anticorpo secundário, goat anti- chicken IgY- HRP (diluído 1:5000) 

(Calbiochem-Novabiochem Corp.) por 1 h à temperatura ambiente. A 

reação foi interrompida adicionando-se 100l de H2SO4 3N por poço e revelada 

com 100l da solução OPD (o-fenilenodiamina – 2HCl, ácido cítrico 20mM, 

fosfato de sódio 40mM). A leitura foi realizada em espectrofotômetro a 492 nm. 

Como controle positivo, foi utilizado o sobrenadante do meio de cultura de M. 

avium (meio Midlebrook 7H9), o qual contém a proteína APA secretada pela 

micobactéria. Como controle negativo, foi utilizado o meio de cultura 7H9.  

 

5.8. Sorodiagnóstico  

Sorologia para a pesquisa de anticorpos anti-MAP foi realizada por meio 

do ensaio de ELISA, utilizando kit comercial PARAS-4P ID-Vet Screen® 

Paratuberculosis Indirect Screening test (França) de acordo com instruções do 

fabricante em placas de microtitulação de 96 orifícios, previamente 

sensibilizadas com o antígeno do MAP. Para a leitura das placas, foi utilizado 

um espectrofotômetro com comprimento de onda de 450nm (OD450). A razão 

amostra/controle positivo (S/P) foi utilizada para a interpretação dos resultados. 

S/P = 100 x (valor da OD450 da amostra – valor da OD450 do controle 

negativo) / (valor da OD450 do controle positivo – valor da OD450 do controle 

negativo).  

O ponto de corte para amostras consideradas negativas para anticorpos 

anti-MAP atendeu a valores S/P iguais ou menores que 60%; para amostras 

consideradas suspeitas, o ponto de corte figurou entre 60% e 70%; e valores 

S/P iguais ou maiores que 70% foram considerados como resultados positivos, 

seguindo recomendações do fabricante. 

Ensaios de ELISA também foram realizados utilizando diferentes antígenos 

micobacterianos.  Brevemente, descrição do protocolo a seguir: placas de 

ELISA foram sensibilizadas com antígenos: rAPA- MAP, lisado bruto da cepa 
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M. avium e de lisado bruto da cepa BCG, previamente diluídos com tampão 

carbonato-bicarbonato (pH 9,6). As placas foram bloqueadas com solução 

PBST 0.5% Gelatina. Foram adicionados os soros controle (positivos e 

negativos) e os soros dos bovinos a serem analisados, previamente diluídos 

em PBST-BSA. Após 1 h de incubação, as placas foram lavadas e tratadas 

com anticorpo anti-IgG bovino conjugado a peroxidase previamente diluído 

(1:10.000 em PBST- Gelatina) e incubadas por 1 h. Ao término deste período, 

as placas foram lavadas, e reveladas pela adição da solução substrato, que 

reagirá com a peroxidase resultando numa coloração quantificada através da 

espectrofotometria como descrito no item 4.4. 
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6. Resultados  

 

6.1. Isolamento de IgA nas fezes de animais com PTB bovina 

 

Para o isolamento de IgA, foi utilizada como controle positivo fezes de 

bovinos com PTB (RODRIGUES, 2009; SOUZA et al., 2011), com confirmação 

clínica e laboratorial da doença através dos seguintes testes convencionais: 

coprocultura, ensaio PCR para detecção de DNA micobacteriano nas fezes e 

teste imunohistoquímico dos tecidos intestinais. Como controle negativo foram 

utilizadas fezes dos bovinos sadios livre de PTB (rebanho de produção da 

UENF monitorado por médicos veterinários). 

Foram utilizadas três metodologias na tentativa de isolar IgA nas fezes de 

animais com PTB (PTB 1 e PTB 2) e sadio: 1º) precipitação do sobrenadante 

fecal com  A/G agarose após centrifugação (Figura 1A);  2º) sobrenadante fecal 

puro obtido por ultracentrigugação (Figura 1B); 3º) precipitação do 

sobrenadante fecal com ácido caprílico (Figura 1C). Como demonstram os 

resultados apresentados na Figura 1, nas amostras de fezes foram observadas 

as bandas referentes á cadeia pesada de IgA de 65 kDa e a cadeia leve do 

anticorpo – de 25 kDa, sendo que o isolamento de Ig (imunoglobulina) através 

de metodologia 1 (Figura 1A) e metodologia 3 (Figura1C) foi mais eficaz.  Na 

Figura 1C, além da cadeia pesada de IgA, pode ser observada a cadeia 

pesada de IgG – de 50 kDa, o que demonstra que a IgG também está presente 

nas fezes e pode ser isolada através da metodologia 3. Os resultados 

apresentados na Figura 1A e B demonstram a presença de IgA no 

sobrenadante fecal de animais sadios, sendo que em menor proporção que nos 

animais doentes. 
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Figura 1- Isolamento de Imunoglobulinas das fezes de animais com PTB e sadio. 

Para a detecção de Igs em amostras fecais as amostras de fezes foram diluídas e submetidas 

precipitação com proteína A/G agarose em A. Em B, Os sobrenadantes das fezes foram 

diluídos e submetidos à ultracentrifugação e em C, os sobrenadantes foram precipitados com 

ácido caprílico e submetidos à corrida eletroforética em SDS-PAGE a 12%. A membrana foi 

tratada com anticorpo utilizando anti–IgA bovino –HRP (1:40.000)  e/ou anti- IgG de bovino 

(1:10.000). A revelação da membrana foi realizada com uma solução contendo substrato 

enzimático e a substância cromógena DAB. Canaleta 1, amostra fecal de bovino PTB1; 

Canaleta 2, amostra fecal de bovino PTB2; Canaleta 3, amostra fecal de bovino sadio. 

 

6.2. Avaliação da especificidade anti- micobacteriana de IgA em 

amostras de fezes de animais com PTB por ELISA 

 

 Para verificar se a IgA isolada de fezes dos animais com PTB 

reconhece antígenos micobacterianos, isto é, verificar especificidade da Ig 

secretada nas fezes, utilizamos o teste de ELISA. 

Nos testes de ELISA, foi utilizado como antígeno de captura diferentes 

antígenos micobacterianos: rApa- MAP, wcl – M. avium e wcl- BCG. Como 

anticorpo foram utilizadas amostras da IgA fecal isoladas através de duas 

metodologias: 1ª) IgA isolada através do sobrenadante fecal puro por 

ultracentrifigação (SF)  e, 2ª) IgA isolada através da precipitação com ácido 

caprílico (AC). Os resultados demonstram que a IgA fecal obtida através de 

precipitação com ácido caprílico, diferentemente da amostra obtida através de 

ultracentrifugação, teve um forte reconhecimento dos antígenos 
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micobacterianos, o que demonstra maior eficácia da primeira metodologia para 

isolamento da IgA (Figura 2). 

A IgA isolada reconheceu fortemente antígenos nos lisados de M. avium e 

BCG, e menor ligação foi observada com a proteína rAPA-MAP. Como 

esperado, a IgA isolada das fezes do animal sadio não reconheceram 

antígenos micobacterianos (controle negativo). As amostras da IgA fecal 

obtidas de dois animais diagnosticados anteriormente para PTB (PTB1 e PTB2) 

foram positivas, confirmando a infecção micobacteriana desses animais. 

O teste proposto (detecção de IgA anti-micobacteriana nas fezes) é útil 

para o diagnóstico de infecção intestinal provocada pelas micobactérias e sua 

diferenciação com infecção de outra natureza. Entretanto, essa abordagem não 

permite diferenciar infecção por M. avium e M. bovis (PTB e TB bovina, 

respectivamente) devido á reação cruzada dos anticorpos policlonais com 

antígenos de diferentes espécies de micobactéria. 

 

 

     

 Figura 2. Verificação da especificidade anti-micobacteriana de IgA no sobrenadante 

fecal através de ELISA. As amostras de IgA obtidas das fezes por ultracentrifugação (SF) e 

pela precipitação com acido caprílico (AC) foram testadas quanto ao reconhecimento de 

antígenos micobacterianos. Os antígenos foram diluídos em tampão carbonato/bicarbonato 

0.05 M na concentração de 2 μg /mL e colocados 50 μl para cada poço. Como anticorpo de 

detecção foi utilizado anti-IgA bovino. Para controles negativos foi utilizado PBS e IgA obtida 

das fezes de animais sadios (C-).  
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6.3. Avaliação da especificidade anti- micobacteriana de IgA em amostras 

de fezes de animais com PTB por Western Blotting 

 

Para confirmar o reconhecimento dos antígenos micobacterianos pela IgA 

isolada de fezes, e iniciar a identificação dos antígenos reconhecidos, 

utilizamos ensaio Western blotting, que permite discriminar os antígenos 

reconhecidos de acordo com seu peso molecular. Os antígenos 

micobacterianos: rApa MAP (1μg/canaleta), M.avium- wcl e M. bovis BCG- wcl 

(20 µg/canaleta) foram submetidos ao SDS-PAGE a 10%. Após transferência 

das proteínas na membrana, estas foram tratadas com sobrenadantes de fezes 

obtidos dos animais: sadio (Figura 3A), PTB1 (Figura 3B) e PTB2 (Figura 3C). 

Os resultados demonstram que as amostras de IgA presentes nas fezes 

de bovino com PTB1 (Figura 3B) e PTB2 (Figura 3C), diferentemente destas do 

animal sadio (Figura 3A), reconheceram fortemente uma proteína de 

aproximadamente 32 kDa em lisado de M. avium (wcl –M. avium) e uma 

proteína de aproximadamente 30 kDa em lisado de M. bovis BCG (wcl-BCG), 

que provavelmente representam um antígeno micobacteriano ortólogo. A IgA 

presente em baixas quantidades nas fezes de animais sadios não mostrou 

nenhum reconhecimento frente aos antígenos micobacterianos (Figura 3A). 
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Figura 3. Imunodetecção de IgA específica no sobrenadante fecal por WB. IgA 

obtida a partir  do sobrenadante  fecal foram testados quanto ao reconhecimento de antígenos 

micobacterianos. Para a corrida eletroforética em SDS-PAGE a 10% foram utilizados como 

antígeno a proteína rApa MPTB (1g/canaleta) canaleta 1; M.avium- wcl (20 g/canaleta) 

canaleta  2, M. bovis- BCG wcl (20 g/canaleta) canaleta 3. A membrana foi tratada com 

sobrenadante fecal de bovinos  sadio em A, com PTB 1 em B e PTB 2em C. Como tratamento 

secundário foi utilizado anticorpo anti- IgA bovino-HRP (1:40000). A revelação da membrana foi 

realizada com uma solução contendo substrato enzimático e a substância cromógena  DAB. 

 
 

6.4. Imunodetecção de antígenos em sobrenadante fecal por 

anticorpos monoclonais (Mabs) e policlonais 

 
6.4.1 Produção de anticorpos IgY através de imunização de aves 

com rAPA- MAP 

Para a produção de anticorpos IgY anti –APA, foram realizados cinco 

ciclos de imunizações como mostrados na figura 4. Para validar o processo de 

imunização, amostras de soros foram testadas por ELISA, visando avaliar o 

nível de resposta imune das aves.  Os soros obtidos foram diluídos em 500X 

para o início do ensaio. O ELISA foi seriado, com diluições variando de 1:500 a 

1:32.000 (Figura 4), mostrando sucesso nas imunizações. 
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Figura 4 – Titulação dos anticorpos IgY produzidos. Titulação dos anticorpos no soro das 

aves imunizadas com antígeno rAPA MAP As aves foram imunizados com 5 inoculações com 

50 g de rAPA e as amostras de sangue foram coletadas no 15ª dia após cada imunização e 

testados por ELISA. Como controle- foi utilizado soro da ave pré – imune. Im-imunização. 

Para verificar a utilidade dos Mabs (anticorpos monoclonais) anti–APA 

MAP, anti-BCG e anticorpos IgY para imunodetecção de antígenos nas fezes 

de animais PTB1 e PTB2 e sadios, primeiramente foi utilizado o teste de 

ELISA. Os dados do ELISA (figura 5) demonstram um forte reconhecimento 

dos antígenos presentes no sobrenadante das fezes de animais PTB2 pelos 

anticorpos anti-BCG e IgY anti-APA, quando comparado com o reconhecimento 
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pelo do Mab anti- APA –MAP. A reação foi negativa nos testes de fezes dos 

animais sadios. Isso sugere a presença de diferentes antígenos de MAP nas 

fezes dos animais doentes, que podem ser reconhecidos pelos anticorpos 

policlonais, mas não pelo Mab anti-APA MAP. Os anticorpos anti-BCG foram 

gerados a partir de imunização do camundongo pela bactéria íntegra (M. bovis 

BCG) que compartilha vários antígenos com MAP, ao contrário do anticorpo 

anti-APA MAP, que foi gerado a partir de uma única proteína purificada.  

O forte reconhecimento da IgY se deve ao fato que as aves foram 

imunizadas com proteína rAPA na presença do adjuvante Completo de Freund 

que contém micobactérias BCG mortas na sua constituição, o que pode ter 

gerado uma resposta imune contra a micobactéria. Reação negativa com Mab 

anti-APA sugere ausência do antígeno APA nas fezes ou baixas concentrações 

deste antígeno que não foram detectadas por ELISA indireto. A 

imunoprecipitação da proteína do sobrenadante fecal com Mab anti-APA pode 

ser utilizada para concentrar a proteína APA nas fezes. 

 

              

Figura 5. Imunodetecção de antígenos em sobrenadante fecal de bovino PTB1 e PTB2 

através de ELISA indireto utilizando Mabs e soros policlonais produzidos.  Os antígenos 

foram diluídos em tampão carbonato/bicarbonato 0.05 M na concentração de 2g/mL e 

colocados 50l para cada poço.Como Controle negativo foi utilizado PBS. 
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6.5. Isolamento do antígeno APA do sobrenadante fecal de animais 

com PTB através de imunoprecipitação 

 

O isolamento do antígeno APA no sobrenadante fecal foi feito através de 

imunoprecipitação, utilizando anticorpos monoclonais anti-APA MAP e soro 

policlonal anti-APA murino MAP (Figura 6). As amostras imunoprecipitadas 

foram analisadas pela técnica de Western Blotting. 

Os resultados demonstram (figura 6) que os anticorpos monoclonais anti 

APA- MAP e o soro policlonal anti-APA murino MAP reconheceram e 

imunoprecipitaram o antígeno APA no sobrenadante fecal de animal PTB1 e 

PTB2 (figura 6 canaleta 1 e 2), mas não no sobrenadante de animais sadios 

(figura 6 canaleta 3). O peso molecular da banda foi maior que peso molecular 

da proteína APA recombinante (duas subunidades de 50 e 60kDa) sugerindo 

que a proteína APA secretada por MAP encontra-se nas fezes numa isoforma 

glicosilada de 70 kDa. 

Em conclusão, os anticorpos monoclonais anti-APA de MAP produzidos 

além de reconhecer bactérias nos cortes do intestino bovino obtido dos animais 

diagnosticados com PTB (SOUZA, et al., 2011), foram capazes de reconhecer 

e imunoprecipitar APA- MAP secretadas nas fezes e podem ser utilizados para 

o imunodiagnóstico das infecções provocadas por M. avium subsp. 

paratuberculosis servindo no diagnóstico antes mortem. 
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Figura 6.   Isolamento da proteína APA- MAP secretada nas fezes de bovinos com PTB 
através de imunoprecipitação. 
 
 
 

6.6. Imunodetecção de antígeno APA em sobrenadante fecal através 

de ELISA sanduíche 

 

O resultado acima nos incentivou a produzir kit de diagnóstico para 

imunodetecção e isolamento do antígeno APA-MAP nas amostras de fezes.  

Inicialmente, para avaliar a eficácia do kit produzido foram realizados testes de 

imunodetecção utilizando ensaios de ELISA sanduíche (Figura 7) e Western 

blotting (Figura 8). Como controle positivo, foram utilizadas fezes de bovinos 

com PTB com confirmação clínica e laboratorial da doença através dos 

seguintes testes convencionais: coprocultura, ensaio PCR para detecção de 

DNA micobacteriano nas fezes e teste imunohistoquímico dos tecidos 

intestinais (RODRIGUES, 2009; SOUZA et al., 2011). Além disso, como 

controle positivo foi utilizado sobrenadante da cultura de M. avium que contém 

a proteína APA secretada pelas micobactérias.  

Para diagnóstico da PTB, sete amostras de fezes bovinas (animais 1-7) 

foram coletadas de animais nas fazendas do estado do Rio de Janeiro com 
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histórico prévio da doença e na Argentina (8-12) (bovinos com manifestações 

clínicas da PTB e confirmação laboratorial) cedidas pelos colaboradores do 

INTA, Buenos Aires (Dra Maria Isabel Romano), foram submetidas à análise de 

teste de ELISA (Figura 7) e, após imunoprecipitação com anticorpo Mab anti-

APA, estas amostras foram testadas por Western blotting (Figura 8). 

 

 

Figura 7. Imunodetecção do antígeno APA-MAP em sobrenadantes de fezes de 

bovinos com PTB, suspeitos e sadios, através de ELISA sanduiche. Co(+) - controle 

positivo, sobrenadante do meio de cultura 7H9 utilizado para cultivo de M. avium que contém a 

proteína APA secretada pelas micobactérias. Co(-) – controle negativo, meio de cultura 7H9. 

 

Os resultados obtidos em teste ELISA (Figura 7) demonstram que nos 

controles positivos (fezes do animal com PTB e sobrenadante da cultura MAP) 

e em amostras dos cinco animais com PTB foi detectada a presença do 

antígeno APA MAP (animais 8-12). A ligação dos anticorpos do kit com 

antígeno APA presente nas amostras positivas foi pelo menos duas vezes 

maior que nas amostras negativas, levando ao aumento da densidade ótica 

quantificada pelo espectrofotômetro. A proteína APA não foi detectada nas 

fezes dos animais 1-7, demonstrando que estes animais não foram infectados. 
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Para confirmar resultados obtidos em ELISA, a presença do APA nas 

fezes foi verificada através de Western blotting. As amostras dos 

sobrenadantes de fezes foram submetidas a Western blotting após 

imunoprecipitação prévia para isolar e concentrar a proteína testada (Figura 8). 

  

 

 

Figura 8. Imunodetecção do antígeno APA-MAP em sobrenadante fecal de bovinos 

com PTB, suspeitos e sadios através de Western blotting. Amostras de sobrenadantes 

foram imunoprecipitados com Mab anti-APA. Os precipitados obtidos foram analisados através 

de Western bloting, utilizando IgY anti-APA para tratamento de membrana. Uma amostra do 

animal com PTB foi utilizada sem IP prévia. Co(+) - controle positivo, sobrenadante do meio de 

cultura 7H9 utilizado para cultivo de M. avium que contém a proteína APA secretada pelas 

micobactérias; PTB- fezes da vaca com PTB. Co- - controle negativo, fezes do animal sadio. 

 

A figura 8 demonstra a presença nas fezes dos animais 8-12 e do animal com 

PTB da proteína APA (forma glicosilada de 60/75 kDa). Isto foi confirmado 

através de coloração de glicoproteínas com reagente de Shiff (Figura 9B). Vale 

ressaltar que sem IP, as bandas da proteína são fracas (amostra PTB-sem IP). 

Na amostra das fezes do animal sadio, a proteína APA não foi detectada.  

A Figura 9 demonstra que as bandas da proteína APA recombinante de 

50/56 kDa (canaleta 1, Figura 9B), não foram glicosiladas. A proteína APA que 

foi imunoprecipitada de fezes da vaca com PTB foi corada pelo reagente de 

Shiff, da mesma forma como cadeias leve e pesada da imunoglobulina utilizada 

para imunoprecipitação, confirmando a glicosilação destes polipeptídeos 

(canaleta 2, Figura B) . Nas fezes da vaca sadia a proteína APA não foi 

encontrada (canaleta 3 Figura 9). 
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Figura 9- Confirmação da glicosilação do antígeno APA-MAP em sobrenadante 

fecal através do reagente de Shiff. Amostras de sobrenadantes foram imunoprecipitados com 

Mab anti-APA e submetido à corrida eletroforética.  A. O gel foi corado por Comassie; B. O gel 

foi submetido à coloração com reagente de Shiff.  Canaleta 1 – proteína APA recombinante; 

canaleta 2- Amostra fecal de animal com PTB imunoprecipitadas com Mab anti-APA; e 3- 

Amostra fecal de animal sadio imunoprecipitadas com Mab anti-APA- MAP.  

 

Os resultados de Western blotting são coerentes com resultados de 

ELISA, demonstrando que os animais com a doença confirmada e cinco 

animais com confirmação laboratorial da doença apresentam a proteína APA- 

MAP nas fezes o que confirma a infecção pela micobactéria.  

 

 6.7. Identificação de animais com PTB nos rebanhos da região Noroeste 

Fluminense comparando métodos convencional (utilizando kit ELISA 

comercial) e novos testes imunoquímicos propostos para diagnóstico em 

fezes. 

 

Para validar o método de diagnóstico proposto em comparação com o 

método do sorodiagnóstico convencional, as amostras de soros e fezes de 

bovinos foram coletadas em diferentes fazendas de rebanho leiteiro e 

processadas e testadas por ELISA. Sete bovinos aparentemente sadios 
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selecionados aleatoriamente, sendo uma bezerra (Jandira) e um animal adulto 

(Ubá) com diarreia e emagrecimento (suspeito de PTB) foram testados. 

A figura 10 mostra a reatividade cruzada dos diferentes soros dos animais 

que reconheceram antígenos de M. avium e M. bovis. Os soros dos animais 

adultos, sem clínica da PTB, reconheceram os antígenos brutos de BCG e M. 

avium mais forte, que o soro do bezerro suspeito em PTB, sendo que o 

antígeno rAPA foi reconhecido pelo soro do animal 5A e não pelos demais 

animais.  O soro do animal sadio utilizado como controle foi negativo em 

relação aos antígenos micobacterianos utilizados. O resultado do 

sorodiagnóstico das vacas suspeitas pode ser falso-positivo para PTB ou TB 

bovina, devido ao animal ter entrado em contato com micobacteria ambiental, 

que compartilha antígenos com outras micobactérias, gerando uma resposta 

imune humoral contra antígenos micobacterianos.  

 

Figura 10. Reconhecimento de antígenos micobacterianos por soros de bovinos através 

de ELISA indireto. As amostras de soros de bovinos (sete vacas adultas e um bezerro com 

diarreia- Jandira) foram testadas quanto ao reconhecimento de antígenos micobacterianos. Os 

antígenos foram diluídos em tampão carbonato/bicarbonato 0.05 M na concentração de 2μg/mL 

e colocados 50μl para cada poço.Como controle negativo foi utilizado soro obtido de animal 

sadio. 
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Um caso interessante foi de uma bezerra Jandira que apresentava 

quadros clínicos de PTB como diarreia e emagrecimento, que causou a morte 

do animal. Todavia, sua sorologia teve pouca reatividade a diferentes 

antígenos micobacterianos (Figura 10), isto pode ter ocorrido por se tratar de 

um bezerro novo com menos de 1 ano da idade, que teve pouca exposição ao 

ambiente. Além dos resultados negativos da ELISA do soro, o teste de fezes 

para presença da IgA antimicobacteriana (dados não mostrados), e antígeno 

APA, também mostraram resultado negativo (figura 11), demonstrando que a  

infecção intestinal deste bezerro não foi provocada pelas micobactérias. Além 

disso, o teste histopatológico post-mortem do intestino deste bezerro não 

detectou nenhuma lesão característica da PTB, como espessamento da 

mucosa do intestino e presença de granulomas. Todos os outros animais 

também foram negativos para presença da IgA antimicobacteriana (dados não 

mostrados), na detecção do antígeno APA- MAP nas fezes do gado bovino por  

Western Blotting (Figura 11) e ELISA sanduíche (Figura 12). 

  

 

              

Figura 11. Imunodetecção do antígeno APA-MAP em sobrenadante fecal de 

bovinos através de Western blotting. Amostras de sobrenadantes foram imunoprecipitados 

com Mab anti-APA. Os precipitados obtidos foram analisados através de Western blotting, 
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utilizando IgY anti-APA para tratamento de membrana. A proteína APA não foi detectada em 

nenhuma amostra. 

 

 

Figura 12. Imunodetecção do antígeno APA-MAP em sobrenadantes de fezes de 

bovinos, através de ELISA sanduiche. Os sobrenadantes de fezes das vacas em estudo 

foram submetidos ao teste ELISA indireto. Co(+) - controle positivo, sobrenadante do meio de 

cultura 7H9 utilizado para cultivo de M. avium que contém a proteína APA secretada pelas 

micobactérias. Co(-) – controle negativo, meio de cultura 7H9. PTB- sobrenadante de fezes da 

vaca com PTB. 

 

 O resultado negativo do diagnóstico da PTB nos animais testados foi 

confirmado quando amostras de soros destes animais foram testadas através 

de teste de Elisa comercial para a detecção dos anticorpos anti-MAP, utilizando 

o kit ELISA Paratuberculosis Antibodies Screening- ID Vet (Figura 13). O ponto 

de corte para amostras consideradas negativas para anticorpos anti-MAP 

atendeu a valores iguais ou menores que 60%; para amostras consideradas 

suspeitas, o ponto de corte figurou entre 60% e 70%; e valores iguais ou 

maiores que 70% foram considerados como resultados positivos, seguindo 

recomendações do fabricante.  
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Figura 13. Detecção de anticorpos anti-MAP em soros de bovinos suspeitos de 

PTB (sorodiagnóstico). As amostras de soros de bovinos foram testadas quanto ao 

reconhecimento do extrato purificado de MAP (Kit ID SCREEN®, Paratuberculosis Indirect 

ELISA kit, ID Vet, França). Linha preta - valores iguais ou maiores que 70% são considerados 

como resultados positivos de acordo com as recomendações do fabricante. Co(+) - controle 

positivo do Kit. Co(-) – controle negativo do Kit. PTB- soro do animal com PTB.  

 

Os resultados demonstram que nenhum animal com PTB foi detectado 

nos rebanhos da região Noroeste do Rio de Janeiro incluídos neste estudo. 
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7. Discussão 

 

Atualmente a grande dificuldade no diagnóstico da PTB está na detecção 

precoce do seu agente etiológico. O diagnóstico rápido é um ponto importante 

para o controle da PTB, pois a falta de testes sensíveis o suficiente para 

detectar animais infectados nos primeiros estágios ou ainda assintomáticos 

(subclínicos), mas que liberam micobacterias nas fezes transmitindo a doença 

por via fecal-oral, torna-se um sério obstáculo para a erradicação da doença 

(COLLINS et al., 2011; KÄSER et al., 2009). 

A utilização dos métodos imunoquímicos para sorodiagnóstico oferece o 

diagnóstico rápido, mas a aplicação destes métodos para a PTB é limitada 

devido às particularidades da patogenia da doença, já que animais nas fases 

iniciais da infecção não produzem os anticorpos em concentrações detectáveis 

(FACCIUOLO et al.,2013). Com avanço da doença, ambas as formas da 

imunidade contra MAP: a resposta humoral (anticorpos) e celular, podem ser 

detectadas, ajudando no diagnóstico laboratorial da PTB. Durante os estágios 

finais da doença, ocorre supressão da resposta imune mediada por células 

antígeno-específicas ou anergia, levando os testes de diagnóstico de 

imunidade celular a se tornarem negativos e testes sorológicos são menos 

confiáveis (STABEL, 2000).  

Diferentemente da resposta imune, que pode não ser detectável nas 

fases subclínica e terminal, a presença e crescimento da bactéria nos tecidos 

intestinais é um fenômeno permanente que está acompanhado pela eliminação 

de bactéria com fezes. O método bacteriológico de isolamento de MAP nas 

fezes ou tecido é considerado “padrão ouro” do diagnóstico, mas é um método 

demorado (2-3 meses) devido ao crescimento lento da micobactéria e 

contaminação da cultura por outros micro-organismos fecais. Para superar 

estes obstáculos no diagnóstico da doença, uma abordagem alternativa, 

baseada na imunodetecção em fezes dos produtos de bactéria (antígenos 

secretados) ou IgA secretora anti-micobactériana, pode ser utilizada. Tal 

abordagem ainda não havia sido utilizada no diagnóstico da PTB, mas com 
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sucesso foi utilizada no diagnóstico de outras infecções intestinais humanas ou 

de animais. Testes imunoquímicos para detecção dos antígenos de 

Helicobacter pylori (KOLETZKO et al., 2003; KATO et al., 2004; ANTOS et al., 

2005), rotavirus (BERNSTEIN et al., 1986), ou Giardia lamblia (ROSOFF& 

STIBBS, 1986), estão sendo utilizados largamente. 

Imunoglobulina A secretora (IgA-S) é imunoglobulina predominante na 

superfície da mucosa intestinal e constitui a primeira linha de defesa 

imunológica, protegendo a mucosa contra a adesão e invasão por patógenos 

entéricos (MESTECKY et al., 1999). A infecção do gado por MAP ocorre 

através da mucosa intestinal, induzindo a produção e secreção de IgA 

específica. Neste trabalho, através de diferentes metodologias 

(ultracentrifugação, precipitação por ácido caprílico e proteína A/G agarose) 

detectamos a presença de IgG e IgA específica anti-micobacteriana nas fezes 

de animais confirmando a infecção micobacteriana. No entanto, essa 

abordagem não permite diferenciar infecção por M. avium e M. bovis (PTB e TB 

bovina, respectivamente) devido á reação cruzada dos anticorpos policlonais 

com antígenos de diferentes espécies de micobactéria. 

Resultados similares foram encontrados no trabalho de Silvey et al., 2001, 

onde analisaram o papel da IgA na proteção contra reovirus em camundongos  

inoculados oralmente com Reovirus tipo 1,  que infecta a mucosa intestinal de 

camundongos. Os pesquisadores detectaram IgA antiviral  nas fezes dos 

camundongos e avaliaram quanto á sua especificidade a diferentes antígenos 

virais por Western Blotting.  IgA isolada de amostras fecais do grupo controle 

reconhecem inespecificamente várias proteínas virais de outros vírus,  e a IgA  

fecal de camundongo exposto a reovirus reconhecem especificamente 

proteínas do capsídeo deste vírus.  

Aumento nos títulos de IgA fecal foi também considerado como um 

confiável indicador de infecção por rotavírus, mesmo na ausência de partículas 

virais detectáveis nas fezes (BERNSTEIN et al., 1986).  

Outra proteína analisada nesse trabalho, que pode ser alvo de 

imunodetecção em amostras fecais é APA, um antígeno secretado por várias 

micobactérias, tais como M. bovis (MB), M. tuberculosis (MTb) e diferentes 
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subespécies de M. avium. Entretanto, esta proteína está expressa de forma 

diferente nas bactérias de família M. tuberculosis e M. avium. A composição de 

aminoácidos de APA de M. avium subsp. paratuberculosis (APA-MAP) difere 

em comprimento com outros ortólogos.  APA-MAP possui 368 resíduos, 43 

aminoácidos a mais que no antígeno APA do complexo de M. tuberculosis 

(GIOFFRÉ et al., 2009). Ainda, foi demonstrado que em sobrenadante de 

filtrado de cultura de MAP, o APA-MAP apresenta peso molecular de 50 – 60 

kDa, e o APA-MB ou APA-Mtb detectado no sobrenadante de cultura destas 

micobactérias apresenta um peso de 45 – 47 kDa (GIOFFRE et al., 2009). 

 Nossos trabalhos anteriores (SOUZA et al., 2011) demonstraram que os 

anticorpos monoclonais produzidos no nosso laboratório podem 

especificamente reconhecer antígenos APA de diferentes espécies 

micobacterianas, e foi selecionado um Mab específico para APA-MAP, que não 

reconheceu o APA-Mtb ou APA-MB, sendo útil para imunodetecção específica 

de MAP em testes imunohistopatológicos, utilizando tecidos intestinais de 

vacas com PTB. No presente estudo, foi demonstrado que  Mab anti-APA-MAP 

foi capaz de reconhecer e imunoprecipitar a proteína APA-MAP excretada nas 

fezes de animais doentes, com PTB confirmada pelos outros métodos do 

diagnóstico convencional (clínico e laboratorial).  Este resultado pela primeira 

vez revela a presença deste antígeno nas fezes dos animais com PTB, 

demonstrando que a proteína APA é um novo biomarcador desta doença, 

sendo que não foi detectado nas fezes dos animais sadios.   

Diferentemente da proteína APA-MAP recombinante (50/56 kDa),  APA-

MAP nativa detectada nas fezes apresenta uma isoforma da proteína 

glicosilada de 60/75 kDa. A glicosilação da proteína APA foi confirmada através 

de coloração de glicoproteínas com reagente de Shiff, onde o reagente corou a 

banda glicosilada e não a proteína APA recombinante.  

Estudos supracitados vêm indicando o antígeno APA como promissor 

para o imunodiagnóstico. Este grande sucesso alcançado nos incentivou a 

produzir kits diagnósticos para imunodetecção e isolamento de APA das 

amostras de fezes (Patente depositada – Anexo 1).  Além dos anticorpos 

monoclonais murinos anti-APA-MAP, nós produzimos anticorpos IgY anti-APA 

em gemas de ovos das galinhas imunizadas pela proteína recombinante APA-
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MAP, e utilizamos estes anticorpos para geração de um kit de ELISA sanduiche 

para detecção da proteína APA em sobrenadantes fecais e um kit para 

isolamento da APA de fezes através de imunoprecipitação e posterior análise 

do precipitado por Western blotting.   

Os resultados demonstram que os novos kits e procedimentos de 

preparação de fezes permitem a detecção da proteína APA-MAP nas fezes de 

animais doentes e suspeitos, mas não em fezes dos animais saudáveis. Foi 

depositada uma patente “Kit de imunodiagnóstico da paratuberculose através 

de amostras fecais de ruminantes e processo de tratamento das amostras 

fecais” baseado nos resultados obtidos.  

Para testar a validez do novo método de diagnóstico proposto em 

comparação com os métodos do sorodiagnóstico convencionais, as amostras 

de soros e fezes de bovinos coletadas em diferentes fazendas foram testadas 

por ELISA indireto comercial (kit convencional PARAS-4P ID-Vet Screen®, 

França) e por ELISA indireto “home-made” frente a diferentes antígenos 

micobacterianos (APA recombinante, lisado de BCG -wcl-BCG, wcl- M. avium).   

Os resultados obtidos demonstram uma boa correlação na detecção dos 

animais infectados utilizando o kit ELISA comercial e nosso novo kit ELISA anti-

APA-MAP, sendo que fezes de vacas soropositivas foram também positivas 

para presença de APA em fezes. Ao contrário, várias vacas que foram 

negativas de acordo com estes dois testes, apresentaram o resultado positivo 

no teste do soro contra antígenos de M. avium e BCG utilizando nosso “home-

made” kit de ELISA indireto. Este resultado demonstra que utilização deste 

teste não é apropriado para diagnóstico da PTB devido á forte reatividade 

cruzada dos anticorpos do soro com epítopos antigênicos compartilhados pelas 

diferentes espécies de micobactérias, incluindo espécies ambientais que 

podem induzir a resposta imune anti-micobacteriana nos animais saudaveis, 

sem PTB.  

Apesar da necessidade de experimentos adicionais para confirmar 

utilidade da nova metodologia proposta neste trabalho para detecção de 

animais com PTB na fase inicial e subclínica da doença, essa metodologia (kit 

proposto) apresenta as seguintes vantagens sobre os demais métodos de 
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diagnóstico da paratuberculose que existem atualmente: i) utiliza material de 

coleta fácil (fezes do animal vivo); ii) elimina a necessidade do sacrifício de 

animais para a realização de exames histológicos post-mortem; iii) utiliza 

métodos imunoquímicos (ELISA, Western blotting) que são rápidos e baratos. 

Nossos dados preliminares permitem sugerir algumas vantagens adicionais, 

como - iv)  diagnóstico preciso da doença pelo menos em estágio clínico v) e  

redução da possibilidade de ocorrência de resultados falsos, tais como falsos-

positivos e falsos-negativos, frequentemente observados no sorodiagnóstico 

que ainda devem ser confirmadas em experimentos de avaliação de maior 

número dos animais.  

No futuro, pretendemos melhorar o método de diagnóstico desenvolvido. 

A possibilidade de detecção do antígeno de MAP em fezes como um 

biomarcador da PTB abre perspectivas de express-diagnóstico dessa doença, 

de maneira similar ao diagnóstico atual da infecção por H. pylori ou rotavírus 

em fezes.  Para melhorar o diagnóstico imunoenzimático da infecção por H. 

pylori, os testes imunocromatográficos para detecção de antígenos nas fezes 

foram lançados no comércio recentemente. Estes testes são de execução fácil 

e permitem a obtenção de resultados em poucos minutos, apresentando 

sensibilidade e especificidade semelhantes às observadas com os testes 

imunoenzimáticos (KATO et al., 2004; ANTOS et al., 2005). Para diagnóstico 

das infecções por Rotavírus também foi desenvolvido o kit de express-

diagnóstico - O Rotavírus Tira Látex (Bioeasy Diagnóstica), que é um teste 

rápido, simples e muito sensível para detectar a presença de Rotavírus nas 

fezes. Este teste utiliza anticorpos monoclonais específicos unidos a 

microesferas coloridas que são capturadas durante sua migração através de 

uma membrana na qual também se tem imobilizado anticorpos específicos. 

Todas essas metodologias serão aplicadas para produção de novos kits 

diagnósticos para PTB. 
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8. Conclusões 

 
1) Foram desenvolvidas novas abordagens para imunodiagnóstico da 

PTB baseadas na detecção e identificação de antígenos de MAP ou 

sIgA em fezes;  

 
2) O antígeno APA – MAP, que está sendo excretado nas fezes de 

animais com PTB numa forma glicosilada de 60/70 kDa, pode ser 

considerado um biomarcador da doença e utilizado com alvo para 

imunodiagnóstico;. 

3)  A imunodetecção do antígeno APA-MAP nas fezes do gado é uma 

abordagem nova e promissora para o diagnóstico fecal da PTB, e as 

ferramentas e metodologia para novos testes imunoquimicos foram 

desenvolvidos neste trabalho. 

 

4) Foi desenvolvido um novo Kit de imunodiagnóstico (baseado num par 

de anticorpos anti-APA: um anticorpo monoclonal e IgY produzido em 

ovos de galinha) e estabelecido o processo de preparo de amostras 

fecais para imunoensaios: ELISA, imunoprecipitação e Western 

blotting;  

 
5) Foi desenvolvido um novo método de imunodiagnóstico da PTB  

baseado na detecção de IgA fecal contra antígenos específicos de 

MAP o que pode ser útil para diferenciar a PTB de outras doenças 

intestinais, mas não permite diferenciação da PTB e forma intestinal 

da tuberculose nos ruminantes. 
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