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Resumo

A pecuaria bovina € um dos setores mais importantes do agronegaocio brasileiro. A
paratuberculose (PTB), ou doenca de Johne, é uma doenca infectocontagiosa
causada pelo Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). Os animais
doentes apresentam sinais de diarreia, perda de peso, reducdo da producéo de
leite, levando aos prejuizos econémicos. O MAP é eliminado nas fezes e leite de
animais infectados, tanto durante a manifestacao clinica quanto na fase subclinica
da infeccdo, contaminando outros animais e a pastagem. Além disso, existem
relatos de possivel associacado da infeccdo por MAP, que pode ser transmitida
pelo leite contaminado, com a doenca de Crohn em humanos. Dessa forma, essa
doenca € de grande relevancia socioecondmica. No entanto, sua importancia no
Brasil ainda € subestimada devido ao diagnostico precério e falta de métodos de
diagnostico que sejam baratos, rapidos e de alta sensibilidade e especificidade.
Sendo assim, novas abordagens para o imunodiagnostico baseadas na deteccao
e identificacdo de antigenos de bactéria em leite podem ser Uteis para o
diagnéstico da PTB e controle sanitario do leite. Um dos antigenos ativamente
secretado por MAP e que pode ser utilizado como alvo de deteccdo é a proteina
APA. De acordo com os nossos dados anteriores, o antigeno APA esta presente
nas fezes do gado com PTB e pode servir como um biomarcador da doenca. O
antigeno pode ser detectado nas fezes do gado com o uso de anticorpos anti-
APA, monoclonais e policlonais, que ja foram produzidos no nosso laboratério e
utilizados para geracdo de um novo kit de ELISA sanduiche para deteccédo do
antigeno APA nas fezes de bovinos. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
verificar a presenca da proteina APA em leite de animais com PTB através de
métodos imunoquimicos, contribuindo assim como uma nova alternativa de
diagnoéstico para a doenca. Os anticorpos produzidos, assim como nas fezes,
também foram utilizados para isolamento do antigeno APA-MAP nas amostras de
leite através de imunoprecipitacdo Os resultados demonstraram que o antigeno
APA secretado por MAP pode ser isolado do leite das vacas com PTB atravées de
imunoprecipitacdo. O antigeno € secretado no leite na sua isoforma glicosilada de
70 kDa. Entretanto, o APA estd presente nas amostras de leite dos animais
infectados em quantidade infima, quando comparado ao encontrado nas fezes, o
que ndo permite sua deteccdo através de ELISA sanduiche. Para tanto, concluiu-
se que o imunodiagndstico da PTB em bovinos, utilizando amostras de leite de
vaca para deteccdo do antigeno APA-MAP, exige o isolamento prévio dessa
proteina através de imunoprecipitacdo ou outro método, sendo que o teste ELISA
sanduiche apresenta baixa sensibilidade para leite ndo processado.

Palavras chaves: Paratuberculose, antigeno APA, leite, imunodiagnostico.
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Abstract

The livestock breeding is one of the most important sectors of Brazilian
agribusiness. Paratuberculosis (PTB), or Johne's disease, is an infectious-
contagious disease caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP). Sick animals show signs of diarrhea, weight loss, reduced milk production,
leading to economic losses. MAP is eliminated in feces and milk from infected
animals, both during clinical manifestation and in the subclinical stage of infection,
contaminating other animals and enviroment. In addition, there are reports of
possible association of MAP infection, which can be transmitted by contaminated
milk, with Crohn's disease in humans. Thus, this disease is of great socioeconomic
relevance. However, its importance in Brazil is still underestimated due to the
precarious diagnosis and the lack of diagnostic methods that are cheap, fast and
of high sensitivity and specificity. Thus, new approaches to immunodiagnosis
based on the detection and identification of bacterial antigens in milk may be
useful for the diagnosis of PTB and milk health control. One of the antigens that is
actively secreted by MAP and which can be used as a detection target is the APA
protein. According to our previous data, the APA antigen is present in the faeces
of cattle with PTB and may serve as a biomarker of the disease. The antigen can
be detected in cattle faeces with the use of anti-APA antibodies, monoclonal and
polyclonal, which were already produced in our laboratory and used to generate a
new sandwich ELISA kit for the detection of APA antigen in bovine faeces.
Therefore, the objective of this work was to verify the presence of the APA protein
in milk of animals with PTB through immunochemical methods, thus contributing
as a new diagnostic alternative for the disease. The antibodies produced, as well
as in faeces, can also be used for isolation of the APA-MAP antigen in the milk
samples by immunoprecipitation. The results demonstrate that MAP-secreted APA
antigen can be isolated from the milk of cows with PTB through
immunoprecipitation. The antigen is being secreted into the milk in its 70 kDa
glycosylated isoform. However, APA is present in the milk samples of infected
animals in a very small amount when compared to that found in feces, which does
not allow their detection through sandwich ELISA. Therefore, it was concluded that
the immunodiagnosis of PTB in cattle using cow's milk samples for the detection of
the APA-MAP antigen requires the previous isolation of this protein through
immunoprecipitation or another method, and the sandwich ELISA test has low
sensitivity for unprocessed milk.

Keywords: Paratuberculosis, APA antigen, Milk, Immunodiagnos
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1 INTRODUCAO

Segundo os dados fornecidos pelo IBGE em 2014, o Brasil foi considerado
0 segundo pais com o maior rebanho do mundo, maior exportador de carne
bovina, segundo maior produtor de carne e quinto maior produtor de leite, ficando
atras somente da Uni&o Europeia, india, Estados Unidos e China (USDA, 2014).

A paratuberculose (PTB), também conhecida como doenca de Johne, é
uma enterite granulomatosa crénica infectocontagiosa do gado bovino e outros
ruminantes, sendo causada pelo agente etioldgico Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) (CUNHA & BALLUS, 2009; CAZER et al., 2013; SALEM
et al., 2013).

O MAP foi descrito pela primeira vez no ano de 1985 na Alemanha como
forma atipica do Mycobacterium tuberculosis, por Johne Frothingam. O bacilo foi
encontrado em uma vaca com seis anos de idade que apresentava perda de peso
e diarreia crénica (YAMASAKI et al., 2013). Ao longo dos anos 0 microrganismo
recebeu diferentes denominacdes chegando ao ano de 1990 com a denominacéo
taxondémica de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, a qual é aceita até
hoje (MANNING & COLLINS, 2001; AYELE et al., 2001; SALEM et al., 2013).

Esse patdgeno possui uma série de caracteristicas especificas em
comparacdo com outras micobactérias, como a necessidade pela micobactina
para seu crescimento em meios artificiais ou a resisténcia a temperaturas
elevadas, podendo sobreviver a processos de pasteurizacdo (LAMBRECHT &
COLLINS, 1993; MANNING & COLLINS, 2001; BERGHAUS et al., 2006; PATEL
& SHAH, 2011; SALEM et al., 2013).

A PTB acomete ruminantes domésticos, como caprinos, ovinos, bovinos,
bubalinos, e ruminantes selvagens, podendo acometer também equinos, suinos e
lebres (GRANT, 2005; CUNHA & BALLUS, 2009; MEDEIROS et al., 2012). Em
bovinos, apresenta-se com maior frequéncia no rebanho leiteiro em animais de
dois a cinco anos de idade, podendo também se manifestar apds o parto, sendo
este um fator considerado “desencadeante” do aparecimento dos sintomas da
doenca (ACYPRESTE et al., 2005).

O MAP é transmitido pela via fecal-oral, sendo os animais geralmente
infectados no inicio da vida através da ingestdo de &agua, pastagem, leite ou

colostro contaminados com fezes contendo a presenca do MAP (CHIODINI et al.,



1984). Outras vias de transmissdo sao a intrauterina e através do sémen. No
entanto, a principal fonte de contaminacdo séo as fezes, onde o microrganismo é
eliminado em maior quantidade, contaminando a pastagem e disseminando a
doenca em todo rebanho (ELTHOLTH et al.,, 2009; BEHR & COLLINS, 2010;
MEDEIROS et al., 2012; MCSPADDEN et al., 2013).

De acordo com as informacdes existentes, a PTB é uma doenca de
distribuicdo global e o rebanho leiteiro é o mais acometido, pois devido ao
manejo, € mais propicio a propagacdo do MAP entre os animais. As estimativas
demonstram que 30 a 50% do rebanho mundial estdo infectados com o MAP
(NIELSEN & TOFT, 2008; BEHR & COLLINS, 2010).

A propagacdo da doenca em um rebanho gera perdas econdmicas
significativas, dentre elas a reducdo da produtividade leiteira, descarte prematuro
de animais e aumento dos custos sanitarios. Além das perdas econémicas, a
doenca também tem importancia em saude publica pela possibilidade do MAP
estar associado a doenca de Crohn em humanos, no qual o principal veiculo de
transmissdo seria o leite e seus derivados, sendo que o MAP é resistente a
pasteurizacdo. Entretanto, se a micobactéria é o agente causador da doenca ou é
uma bactéria oportunista, ainda nao foi comprovado cientificamente (ABBAS et
al., 2011; FARIA et al., 2014).

Por essas razfes, tanto o diagnostico e controle da PTB no gado leiteiro,
guanto o controle microbiol6gico de leite nos laticinios sdo importantes tarefas
veterinarias e de vigilancia sanitaria. Existe uma grande necessidade de produzir
novos métodos de diagnostico que sejam capazes de identificar a doenca em
estagio inicial e na fase subclinica, fase esta que contribui para a disseminacao
da doenca, uma vez que o animal elimina MAP no ambiente antes do
aparecimento dos sinais clinicos. Sendo assim a obtencdo de métodos que
possibilitem a identificacdo do MAP e de seus antigenos liberados no leite seria

uma forma de contribuir com uma nova alternativa de diagnéstico da doenca.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas do patdogeno

O Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis (MAP) é membro da
familia Mycobacteriaceae, um bacilo aerdbico, patégeno intracelular facultativo,
imovel, ou seja, que ndo possui flagelo, ndo esporulado, ndo encapsulado, gram
positivo, no entanto ndo parece se adequar bem ao grupo das bactérias gram-
positivas porque geralmente ndo mantém bem a coloracdo de cristal violeta
(AYELE et al., 2001; SALEM et al., 2013; MAROUDAM et al., 2015).

Apresentam crescimento lento e a temperatura ideal para seu crescimento
varia entre 25 °C a mais de 50 °C. Possui morfologia de um bastonete, com
dimenséo aproximada de 0,2-0,6 um de largura e 1,0-10 um de comprimento. Sua
parede celular é rica em acidos micolicos, cerca de 60%, o que Ihe proporciona
propriedades de um BAAR (bacilo &lcool &cido resistente) e, também cria
hidrofobicidade e maior resisténcia a baixo pH, temperatura elevada e a uma
variedade de produtos quimicos (cloracdo da agua) e fisicos (pasteurizacéo)
(MANNING & COLLINS, 2001; AYELE et al.,, 2001; GRANT, 2005; CUNHA &
BALLUS, 2009; PATEL & SHAH, 2011; SALEM et al., 2013; MAROUDAM et al.,
2015).

Uma caracteristica marcante do MAP e que pode distingui-lo das demais
micobactérias € a sua incapacidade de produzir micobactina. Seu crescimento é
dependente dessa substancia, a qual € um aditivo nutricional a base de
complexos sollveis de ferro, o que permite o crescimento do microrganismo fora
do hospedeiro, podendo entdo crescer em meios de culturas artificiais como
Herrold Egg Yolk Médium (HEYM), Reid-Watson ou Lowenstein Jensen (LJ)
(BARCLAY et al.,1985; LAMBRECHT & COLLINS, 1993).

Devido o seu isolamento e cultivo em meios de cultura ser uma tarefa
trabalhosa e demorada, é considerado um microrganismo fastidioso. Quando
esse microrganismo cresce em meios artificiais como os supracitados, formam
colonias rugosas despigmentadas, de crescimento lento em torno de 8 a 16
semanas (CHIODINI et al., 1984; BARCLAY et al.,1985; GOMES et al., 2002).

Embora o MAP n&o cresca fora do hospedeiro, pois necessita de

micobactina para seu crescimento, ele tem a capacidade de sobreviver no meio



ambiente por cerca de um ano sob condi¢bes favoraveis como o solo Umido
(BERGHAUS et al., 2006).

As bactérias pertencentes ao género Mycobacterium secretam varias
proteinas que sdo detectaveis em filtrado de meio de cultura. Dentre essa
variedade de proteinas, destaca-se a proteina APA (antigeno alanina-prolina), a
qual possui uma alta porcentagem de alanina (20%) e prolina (20%), e além
disso, € uma das proteinas mais secretadas pelas micobactérias durante seu
crescimento (GIOFFRE et al., 2009).

A proteina APA é encontrada em algumas micobactérias como M. bovis
(MB), M. tuberculosis (MT) e M. avium subsp. paratuberculosis (MAP), no entanto,
se expressa de forma diferenciada nas bactérias da familia M. tuberculosis e M.
avium. A organizagdo dos aminoacidos da proteina APA do MAP diferencia-se em
comprimento com outros ortélogos. No MAP a proteina APA possui 368 residuos,
43 aminoéacidos a mais que no complexo de M. tuberculosis (GIOFFRE et al.,
2009).

Em estudo realizado por Gioffré et al (2009), foi demonstrado que no
sobrenadante de filtrado de cultura o peso molecular da proteina APA secretada
pelo MAP é representado por 50/60 kDa, enquanto que M. bovis € representado
por um peso molecular de 45/47 kDa. Estudos posteriores, realizados por Souza
et al., 2011, demonstraram que os anticorpos monoclonais produzidos em nosso
laboratorio podem de forma especifica reconhecer antigenos APA de diferentes
espécies micobacterianas e, foi selecionado um anticorpo especifico (Mab) para
APA-MAP, que ndo reconheceu o APA-Mtb ou APA-MB.

Esse anticorpo monoclonal foi util para a imunodeteccdo especifica de
MAP em testes imuno-histopatoldgicos, utilizando tecidos intestinais de vacas
com PTB. Em estudo posterior realizado por Souza, (2015), foi revelado pela
primeira vez a presenca deste antigeno nas fezes dos animais com PTB,
demonstrando que a proteina APA € um novo biomarcador da PTB, uma vez que,
nao foi detectado nas fezes dos animais sadios, detectada apenas na sua forma

glicosilada, com peso molecular entre 60 e 70 kDa em animais com PTB.



2.2 FASES DA DOENCA E ASPECTOS CLINICOS

Segundo um estudo realizado por Whitlock e Buergelt (1996), a progressao
da doenca de Johne pode ser dividida em quatro fases diferentes de acordo com
a severidade dos sinais clinicos, sendo caracterizadas da seguinte forma:

o Fase I. Infeccdo silenciosa — geralmente é detectada em animais
jovens com menos de dois anos de idade, essa é a fase em que o animal ndo
apresenta sinais clinicos da infeccdo. O animal pode liberar quantidades minimas
do microrganismo, no entanto, ndo € possivel ser detectado por meio de testes de
diagnostico. A deteccdo da doenca nessa fase, s6 seria possivel através de uma
autopsia para cultura do tecido.

o Fase II: Doenga subclinica — essa € a fase em que 0s animais
portadores do MAP séo frequentemente adultos e ndo mostram sinais clinicos da
doenca. Entretanto, cerca de 15 a 25% desses animais podem apresentar testes
positivos para a presenca de MAP em fezes ou presenca de anticorpos anti-MAP
no soro. Nesta fase, animais com resultado negativo na cultura fecal pode liberar
um numero reduzido de bactérias nas fezes (ndo sendo identificado na cultura),
resultando na contaminacdo do ambiente onde estes vivem e colocando em risco
0s demais animais do rebanho. O animal pode permanecer neste estagio sem
desenvolver a doenca clinica ou pode progredir para estagio clinico, tipicamente
apos pelo menos 2 anos de infeccgéo.

o Fase lll: Doenca clinica — nessa fase 0s animais comegam a
apresentar sinais clinicos da doenca, tais como: diarréia persistente ou
intermitente, perda de peso, queda na producao de leite, lesdes histopatoldgicas
no ileo ou em outras partes do trato gastrointestinal. A maioria dos animais
estardo positivos na cultura das fezes e em testes para deteccdo de anticorpos
anti-MAP.

o Fase IV: Estagio final - € o estagio avancado da doenca. E
caracterizado pela progressao da fase trés para a fase quatro, resultando em
maior grau de emagrecimento do animal, hipoproteinemia, continuacdo das
lesdes no trato gastrointestinal e em alguns casos podem se espalhar para outras
partes do corpo como: ndédulos linfaticos ou figado seguido de morte (YAMASAKI
et al.,, 2010; MACSPADDEN et al.,, 2012; KHOL & BAUMGARTNER, 2012;
GILARDONI et al., 2012l; MAROUDAM et al., 2015).



Apesar da infeccdo ocorrer principalmente na fase precoce, 0s sinais
clinicos aparecem apés 2 a 5 anos de idade. Em consequéncia ao periodo de
incubacdo do MAP ser longo, podendo ser de cerca de 6 a 18 semanas, 0S
animais infectados podem ja estar excretando o0 microrganismo antes do
aparecimento dos primeiros sinais clinicos da doenca (MOTA et al.,, 2007;
LOMBARD, 2011).

Os animais afetados pela doenca lancam cerca de 5x10'? células de MAP
por dia nas fezes e estas podem permanecer viaveis durante meses no meio
ambiente. Essas micobactérias também tém sido isoladas do colostro de vacas
subclinicamente infectadas. Em consequéncia disto, os produtos in natura
oriundos de vacas leiteiras, podem conter esse microrganismo (MAP) (CHIODINI
et al., 1984; PATEL & SHAH, 2011).

Segundo estudos realizados por Mitchell et al., (2015a, b), foi relatado que
apenas uma pequena proporcao de animais infectados tornam-se clinicamente
afetados ou com alta eliminacdo de micobactérias (MAP) durante o seu tempo no
rebanho. De acordo com a opinido atual sobre a biologia do MAP, os relatos sao
de que algumas infec¢des sdo neutralizadas pelo préprio sistema imunolégico do
hospedeiro e outras progridem para doencas clinicas. Dessa forma, os efeitos da
infeccdo pelo MAP no leite e sobre a producdo do mesmo pode diferir entre
animais que progridem para doencas clinicas e animais com infeccOes
controladas (SMITH et al., 2016).

Vale ressaltar, que alguns animais infectados podem ndo apresentar sinais
clinicos durante a sua vida produtiva, o que torna uma das maiores dificuldades
em controlar a infecgcdo por MAP, pois 0s animais frequentemente eliminam a
bactéria nas fezes antes de mostrar quaisquer sinais clinicos, assim,
insidiosamente contribuem para a disseminacéo da infecgcdo (YAMASAKI et al.,
2010; LOMBARD, 2011).

2.3 TRANSMISSAO
A doenca de Johne é uma doencga incuravel e transmissivel a outros
animais. Sua introducdo em uma populacdo ocorre principalmente quando um

animal infectado contamina a pastagem com fezes, liberando nessas, bactérias



viaveis. Além de ser encontrado nas fezes, o MAP também pode ser encontrado e
transmitido pela ingestdo de colostro, leite, &gua, pastagem e outros alimentos e
assim ser facilmente disseminado, contaminando todo rebanho. A transmissao
intrauterina também pode ocorrer nos casos clinicamente infectados (ELTHOLTH
et al., 2009).

As vacas portadoras da PTB podem excretar a bactéria diretamente no
leite ou colostro ou estes podem ser contaminados com MAP por qualquer
derramamento do microrganismo ou contaminacdo fecal durante ou apos a
ordenha, entretanto, a forma mais comum de transmissdo é a fecal-oral
(ELTHOLTH et al., 2009; MEDEIROS et al.,, 2012; MCSPADDEN et al., 2013;
SALEM et al., 2013).

Os animais infectados que apresentam quadros de diarreia eliminam uma
maior quantidade de microrganismo quando comparados com aqueles
assintomaticos, no entanto, a diarreia ndo ocorre somente na fase clinica, mas
pode ocorrer em qualquer fase da doenca. No entanto, um dos problemas € que a
bactéria raramente € detectada antes dos dois anos de idade, podendo o animal
estar disseminando a bactéria por todo rebanho (KURADE et al., 2004; CLARKE
et al., 2010; BEHR & COLLINS, 2010; TIMMS et al., 2011).

A frequéncia da PTB é muito maior em rebanhos criados em confinamento,
pois uma vez que a principal fonte de contaminacéo € a fecal-oral, a pastagem
fica contaminada através das fezes e em consequéncia, todo rebanho fica
comprometido (AYELE et al., 2001). Mesmo que a eliminacdo do MAP nas fezes
dos animais durante a fase subclinica seja minimo, com o passar do tempo gera
uma fonte de contaminacao significativa do ambiente e uma insidiosa propagacao
da infeccdo em todo o rebanho (CHIODINI et al., 1984).

Os fatores como o confinamento, condi¢cdes precarias de higienizacdo e a
qualidade dos solos como solos acido e umido, contribui de forma significativa
para a disseminacdo da doenca (GILARDONI et al., 2012).

De acordo com Paolicchi & Romano (2007), as chances de infec¢cdo sao
minimizadas a medida que a idade avanga, sendo os animais adultos menos
suscetiveis. No entanto, ndo estdo isentos do contagio, podendo adquirir a

infeccdo dependendo da carga bacteriana a qual estédo expostos.



Embora a maioria dos relatos sejam da PTB em gado leiteiro, € de grande
importancia ressaltar que a doenca afeta também outras espécies de mamiferos,
tais como: ovinos, caprinos, veados, camelideos, ruminantes selvagens e exoticos
(WHITTINGTON et al.,, 2012; BENNETT et al., 2012; ROSSEELS & HUYGEN,
2008; KHAN et al., 2010).

A doenca também tem sido registrada em uma variedade de espécies nao
ruminantes, nos quais estédo incluidos: coelhos, cavalos, burros, caes, gatos e
porcos (STEVENSON et al., 2009; BEARD et al.,, 2001; GLANEMANN et al.,
2008; STIEF et al., 2012; GREIG et al., 1999).

Embora os relatos naturais da enfermidade sejam pontuais, € considerada
a possibilidade de transmisséo interespecifica e disseminac¢do do agente por meio
de compra e venda de animais infectados, o que pode contribuir para a dispersao

da doenca em outras cidades, Estados e até mesmo paises (LOMBARD, 2011).

2.4 PATOGENESE

A infeccao pelo MAP inicia-se pela ingestdo de material contaminado por
via oral (via fecal-oral). Apés a ingestdo, esse microrganismo chega ao limen
intestinal e nele as micobactérias sdo absorvidas pelas células M (microfols cells),
as quais sdo especializadas em absorcdo de particulas que se ligam
principalmente a bactérias e as transportam para a camada da submucosa. Apés
atravessar a camada epitelial, o MAP é fagocitado por macrofagos presentes na
submucosa (CHIODINI et al., 1984; PARK et al., 2016).

Através dos macréfagos, as micobactérias podem ser transportadas para
outros 6rgdos, como Utero e assim atingir o feto, para as glandulas mamarias e
testiculos. (MAROUNDAM et al., 2015).

Como ocorre com outras micobactérias, o MAP também é capaz de
sobreviver e replicar em macrofagos ndo ativados, inibindo a maturacdo de
fagolisossoma. O MAP eventualmente causa a morte celular de células
infectadas, apos o MAP ser liberado, ele pode ser fagocitado por macrofagos
recentemente acumulados e células dendriticas (PARK et al., 2016).

Nos macréfagos o MAP inicia 0 seu ciclo de reproducdo e as células

dendriticas infectadas migram para os linfonodos intestinais induzindo a resposta



imune adaptativa através da apresentacdo dos antigenos micobacterianos aos
linfocitos. Os linfocitos T e B ativados, mondcitos e neutrofilos séo recrutados ao
local de infeccdo inicial formando granulomas destinados a contencdo de
micobactérias. Logo, o sistema imune é capaz de controlar a infeccéo, inibindo a
multiplicacdo da bactéria, o que corresponde a uma longa fase subclinica,
chegando de dois a cinco anos, sem eliminacdo do microrganismo nas fezes ou
com eliminacgéo intermitente (CHIODINI et al.,1984; LILEMBAUN et al., 2007).

Os macrofagos e células dendriticas, sdo ativadas por citocinas, como o
fator de necrose tumoral a (TNF- a) e interferon y (IFN-y). O IFN-y desempenha
um papel importante na ativacdo de macréfagos e células T e, € produzido por
células infectadas e células natural killer (NK). Os macréfagos ativados e as
células dendriticas produzem interleucina 12 (IL-12) e apresentam antigenos para
células T CD4" naive através de moléculas de MHC de classe Il. A IL-12
desencadeia a diferenciacéo de células T CD4" naive em células T helper 1 (Thl)
(PARK et al., 2016).

As células Thl produzem citocinas tais como IL-2 e IFN-y, que
desempenham papéis na promocado da expansdo de células Thl antigeno
especifica e na maturacdo de macrofagos. Essas respostas especificas a
determinados antigenos, promovem a evolucdo da imunidade inata para
imunidade adaptativa mediada por células (PARK et al., 2016).

Nos estagios posteriores da infeccdo, o aumento dos anticorpos é
frequentemente observado com o aumento da liberagdo bacteriana
(MAROUNDAM et al., 2015; PARK et al., 2016).

A inflamacdo induzida na mucosa intestinal por MAP provoca o
espessamento da parede intestinal do animal, o que leva a reducdo da
capacidade de absorcdo do intestino e enteropatia com perda de proteinas
(MAROUNDAM et al., 2015).

Nos ruminantes, o local acometido pela doenga € a juncao ileocecal e a
regido do jejuno. O periodo subclinico é inversamente relacionado com a dose de
infeccdo, ou seja, quanto mais MAP ingerido mais curto sera o periodo de tempo
para exibir sinais clinicos (LOMBARD, 2011).
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2.5 PARATUBERCULOSE NA AMERICA LATINA

A América Latina € uma regido do continente Americano, onde estéo
localizados os paises, cujas linguas nativas sdo o espanhol e o portugués. Os
paises Argentina, Brasil, Chile, Bolivia, Colémbia, Equador Paraguai, Peru,
Uruguai e Venezuela sao pertencentes a Ameérica do Sul, enquanto a Costa Rica,
Cuba, El Salvador, Honduras, Nicaragua, Panama, Guatemala e Republica
Dominicana pertencem & América Central e o México a América do Norte
(ESPESCHIT et al., 2017).

Na América Latina, cerca de 33 milhdes de pessoas trabalham na
agricultura e somente oito milh6es vivem em é&reas urbanas, o que significa que
juntos representam 25% da populacdo ativa economicamente (DAVID et al.,
2000). Os paises latino-americanos, onde a agricultura desempenha um
importante papel na economia, deve dar atencdo para a pesquisa e programas
governamentais focados nesta doenca, uma vez que esta ndo afeta apenas a
economia, mas também a saude publica (ESPESCHIT et al.; 2017).

De acordo com a Organizacdo Mundial de saude animal, a PTB é uma
doenca de distribuicdo global, sendo endémica em algumas regides. De acordo
com os dados epidemiologicos existentes, a PTB tem sido relatada em varios
paises, afetando ruminantes como: bovinos, caprinos, bubalinos, ovinos,
ruminantes silvestres e outras espécies de mamiferos, no entanto, atinge em
maior proporcao os bovinos (OIE, 2014; BEHR & COLLINS, 2010).

O Brasil é o maior pais da América do Sul, seu litoral é banhado pelo
Oceano Atlantico e seu grande territério limita dez paises, exceto o Chile e o
Equador, todos os demais paises da América do Sul compartilham fronteiras com
o Brasil, o qual € o quinto maior pais do mundo. Um fator importante como o seu
clima tropical favorece a criacdo de gado e logo, maior produtividade (SPESCHIT
et al., 2017).

De acordo com dados internacionais fornecidos pelo Departamento da
Agricultura dos Estados Unidos, em 2013, o Brasil possuia a segunda maior
densidade de gado bovino no mundo, o qual € um dos destaques do agronegdécio
brasileiro. Aléem da producédo de carne, o Brasil se destaca como quinto maior
produtor de leite (ESPESCHIT et al.; 2017).
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No Brasil, a PTB foi diagnosticada pela primeira vez em bovinos da raga
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. Em 1956, Santos & Silva relataram um caso da doenca de Johne em
um touro da raca Holandesa com seis anos de idade proveniente de uma fazenda
situada no Municipio de Barra Mansa, no Estado do Rio de Janeiro (SANTOS &
SILVA, 1956).

O proximo registro foi realizado por Dacorso Filho et al., (1960) que
diagnosticaram a PTB, realizando exames clinicos e patologicos em dois animais
da ragca Jersey provenientes de um mesmo rebanho com histérico da
enfermidade, no Municipio de Petropolis, RJ. Posteriormente, com a
implementacdo de métodos de diagnéstico laboratorial (bacteriolégicos,
imunolégicos e moleculares), um maior nimero de trabalhos de deteccédo dos
casos de PTB em diferentes regides do Brasil foram publicados.

Em amostras de leite, a presenca do MAP foi detectada pela primeira vez
em vacas infectadas clinicamente em 1929 por Alexejeff-Goloff (Alexejeff-Goloff,
1929).

Em relagdo aos dados existentes sobre a prevaléncia mundial da
paratuberculose, estes variam de forma notavel, pois € preciso levar em
consideracédo a metodologia utilizada no estudo (sorologia, isolamento bacteriano,
técnicas de biologia celular) e o tipo de amostra analisada (sangue, fezes, leite,
tecido) (NIELSEN & TOFT, 2008; BEHR & COLLINS, 2010; YAMASAKI et al.,
2013).

Nos paises da América Latina, a PTB ja foi detectada em varios paises,
tanto em animais de corte, quanto de leite, em amostras de soro, fezes, leite e em
produtos derivados do leite como o queijo. Em alguns paises como a Argentina,
Brasil e Venezuela, a presenca do MAP ja foi detectada até mesmo em leite
pasteurizado. Embora existam dados da presenca da PTB em muitos paises da
América Latina, em alguns como Cuba, Guatemala, Republica Dominicana,
Nicaragua, Honduras, El Salvador, Costa Rica, Paraguai e Equador ainda néo
foram encontrados relatos (ESPESCHIT et al., 2017).

Na maioria dos paises a doenca foi detectada antes do ano de 2000, no

entanto, o México foi um dos paises que obteve o primeiro relato da PTB em



12

2008, a Venezuela em 2009 e Panama em 2013. Embora seja uma doenca
descrita ha quase 100 anos atrds, alguns paises demoraram iniciar suas
pesquisas a respeito da doenca (ESPESCHIT et al., 2017).

No Peru, no ano de 2008, o pais foi considerado livre de PTB, no entanto,
esse status foi revogado quando o OIE relatou a detec¢do do agente no pais, sem
declarar qual método de diagndstico foi utilizado (ORTIZ et al., 2009). Na Bolivia
os resultados para PTB sdo negativos, entretanto ha uma maior necessidade de
estudos devido a presenca da doenca em paises que dividem fronteiras
(ESPESCHIT et al., 2017).

Estudos relatam que em alguns paises as estimativas sado de que 30 a 50%
do rebanho mundial estdo infectados com o MAP. No rebanho bovino com
animais infectado, cerca de 10% dos animais desenvolvem a doenca, 0s demais
eliminam esse microrganismo por meio das fezes sem nenhuma manifestacao
dos sinais clinicos ao longo da vida (NIELSEN & TOFT, 2008; BEHR & COLLINS,
2010).

Essa manifestacdo clinica pode estar ligada a alguns fatores como a
suscetibilidade de cada individuo a infeccdo, a ingestao de doses diferenciadas
do agente etiolégico da doenca e a idade em que houve o primeiro contato do
animal com o microrganismo (NIELSEN & TOFT, 2008). Em relacéo a mortalidade
causada pelo MAP em um rebanho, estima-se uma porcentagem menor que 1%
ao ano, podendo neste haver cerca de 70% dos animais infectados (YAMASAKI
et al., 2013; SALEM et al., 2013).

No Brasil, ha relatos de bovinos afetados pela PTB nas cinco regides, no
entanto, as informacBes epidemiolégicas ndo estdo apresentadas de forma
detalhada, o que impede conhecer a real situacdo da doenca no pais (YAMASAKI
et al., 2013; SOUZA, 2015).

Dessa forma, vale destacar que € de grande valia as informacdes
detalhadas sobre os dados epidemiolégicos da doenca no Brasil. Todavia, a
analise e conclusdo dos dados sobre a incidéncia da doenca no pais tém de ser
tomadas com precaucéo, pois € preciso levar em consideracdo a variabilidade
gue ha na especificidade e sensibilidade dos diferentes métodos, bem como as
dificuldades das técnicas de diagnostico da PTB (YAMASAKI et al., 2013).
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2.6 PRODUQAO DE LEITE E PARATUBERCULOSE

O Brasil € considerado o segundo pais com o maior rebanho do mundo,
maior exportador de carne bovina, segundo maior produtor de carne e quinto
maior produtor de leite (USDA, 2014). No pais, o agronegocio familiar conta com
cerca de 5,6 milhdes de propriedades de pequeno e médio porte, contribuindo
assim para a producao alimenticia.

O agronegocio familiar € muito comum no Estado do Rio de Janeiro, sendo
realizada na grande maioria por pequenos produtores que abastecem a si proprio
e o comeércio local. No entanto, ndo se sabe como € realizado o manejo desses
animais, no que diz respeito a higienizacdo e doencas. Dessa forma, € preciso ter
todo cuidado necessério para levar ao mercado produtos de qualidade e que néo
oferecam riscos a saude humana (PNCEBT, 2006).

Ao nivel da exploracdo agricola, as fontes de contaminacdo do leite in
natura com MAP incluem a liberacéo direta do patégeno de vacas clinicamente ou
subclinicamente infectadas, contaminacdo fecal e mistura de leite contaminado
em tanques de leite (GRANT, 2005; ELTHOLTH et al., 2009).

O MAP tem sido encontrado em varios paises em leite in natura,
pasteurizado ou em poé, e em derivados de leite, incluindo os queijos vendidos em
comércio a retalho. A presenca de DNA desse patdgeno foi encontrada em 6,5%
de amostras de leite integral pasteurizado e também foram identificadas e
isoladas micobactérias vidveis de algumas destas amostras (SHANKAR et al.,
2010; ELLINGTON et al., 2005; GRANT et al., 2002, AYELE et al, 2005; OKURA
et al., 2012; YAMASAKI et al., 2013).

Em estudo realizado por Faria et al., (2014), foi demonstrado a presenca de
DNA de MAP em 10% das amostras de queijo de coalho de varejo na cidade de
Parnaiba-PI, apresentando assim micobactérias viaveis, capazes de crescer em
meio HEYM.

Em 2012, na Argentina, o relatorio sobre o primeiro isolamento e deteccao
do MAP em leite comercial pasteurizado foi publicado, o que indicou o risco
potencial de seu consumo pela populagéo (PAOLICCHI et al., 2012).

A PTB também estd documentada em outros paises da Ameérica Latina,

tanto em bovinos quanto em pequenos ruminantes como ovelhas e cabras.
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Estudos avaliando tanques de leite demonstraram a presenca do MAP nas
amostras coletadas no Chile, México e Venezuela (ESPESCHIT et al., 2017).

A presenca do MAP no leite e seus derivados é preocupante, pois, fica
evidente que 0s seres humanos estdo expostos a esse microrganismo através do
consumo de leite in natura ou pasteurizado e, possivelmente, por outros produtos
lacteos, como queijo e ricota. Foi sugerida uma possivel relacdo do MAP e a
doenca de Crohn (MANNING & COLLINS, 2001; GRANT, 2005; ELLINGSON et
al., 2005; ELTHOLTH et al., 2009; YAMASAKI et al., 2010; KLANICOVA et al.,
2012, YAMASAKI et al., 2013; SALEM et al., 2013; FARIA et al., 2014; OKURA et
al., 2012).

A doenca de Crohn é uma doenca que causa uma inflamacédo intestinal
crbnica que acomete os seres humanos suscetiveis (COLLINS et al., 2000;
NASER et al., 2004). Assim como ocorre em animais com PTB, pacientes com a
doenca de Crohn apresentam inflamacgé&o granulomatosa e lesdes teciduais da
parede intestinal que levam a diarreia e perda de peso. No entanto, a relacdo da
PTB com esta doenca ainda € polémica, sendo necessario a elaboracdo de
estudos mais amplos, para identificar se o0 MAP é o agente causador ou se €&
apenas um invasor secundario do intestino dos individuos ja comprometidos
(COCITO et al., 1994).

Devido as dificuldades de identificar com precisdo aqueles animais
portadores da doenca que estdo na fase subclinica e estimar o impacto da
infeccdo sobre a produtividade dos animais, tem sido desafiador para as
industrias de laticinios, calcular suas perdas (HASONOVA & PAVLIK, 2006).

De acordo com Abbas et al., (2011), ha estimativas de que nos EUA a
prevaléncia da infeccdo por MAP em rebanhos leiteiros varia de 20 a 40% e que a
PTB possui grande importancia econémica, pois para a industria leiteira, a perda
anual relatada no EUA é de 200 a 250 milhdes de ddlares por ano. Essas perdas
sdo consequéncias da diminuicdo da producéo, descarte prematuro dos animais,
maior suscetibilidade a outras doencas, reducédo na fertilidade, aumento nos
custos sanitarios, despesas com veterinarios, testes de diagndstico e

medicamentos.
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Na Argentina, o impacto econémico causado pela PTB é de cerca de 6,3
milhdes de dolares para o rebanho leiteiro e 22 milhées de dolares para produgéo
de gado bovino da provincia de Buenos Aires (PAOLICCHI & ROMANO, 2007).

Diante do impacto causado pela PTB em alguns paises como Argentina e
EUA, no Brasil, o impacto econdmico da PTB pode ser ainda mais elevado do que
0 esperado, pois é considerado o segundo pais que possui 0 maior rebanho do
mundo e com historico de PTB em rebanhos de quase todo territorio nacional. No
entanto, ha escassez de informacdes a respeito da PTB e o impacto econémico
causado por ela (GOMES et al.,2002).

Esta situacdo pode levar a uma desvantagem comercial, uma vez que as
perdas na producédo e padrdes sanitarios precarios de animais brasileiros podem
comprometer a exportacdo de produtos de origem animal. Desta forma, a
obtencdo de dados sobre a prevaléncia de animais infectados exige testes
laboratoriais com sensibilidade e especificidade confiaveis (ESPESCHIT et al.,
2017).

Logo, ocupando uma importante posicdo no mercado mundial agricola, o
Brasil tem a necessidade de implementar programas de controle e prevencéo
para garantir animais saudaveis para producdo e comercializacdo de produtos
considerados seguros para o publico, uma vez que a doenca pode afetar a saude
do animal, a producdo de leite e carne e, consequentemente a saude humana
(COLLINS et al., 2000; YAMASAKI et al., 2013; ESPESCHIT et al., 2017).

Desta maneira, para evitar grandes perdas, torna-se viavel o planejamento
de medidas sanitarias com objetivos diferenciados, conforme a necessidade que
cada regido geografica apresenta em relacdo a incidéncia da enfermidade
estudada, ou seja, medidas voltadas para a erradicacdo da PTB em areas com
baixa prevaléncia de animais infectados, ou para o controle em areas com alta
prevaléncia ou ainda, para o aumento da vigilancia em locais em que a doenca
encontra-se ausente (ESPESCHIT et al., 2017).

Dentre as medidas para a redugdo ou erradicacdo da PTB, existem trés
abordagens principais, as quais sdo: o gerenciamento eficiente dos animais para

diminuir a transmissao, o teste e o abate e a vacinagéo (PARK et al., 2016).
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2.7 METODOS DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Para o diagndstico laboratorial da PTB existem duas abordagens bésicas,
0s quais incluem os testes direto e indireto. Os testes direto baseiam-se na
deteccdo do agente (MAP) ou seus componentes (DNA, proteinas, etc), e 0s
testes indireto sdo utilizados para deteccdo de resposta imunoldgica contra a
bactéria, incluindo anticorpos, reacéo celular, lesbes teciduais tipicas (MANNING
& COLLINS, 2001; MCSPADDEN et al., 2013).

No entanto, existem certos problemas que influenciam o diagnéstico dessa
doenca como o0 estagio crbnico da infec¢do, aparecimento tardio dos sinais
clinicos e de resposta imune humoral, lento crescimento bacteriano, uma vez que
0 sistema imunolégico tem a capacidade de controlar o processo infeccioso
durante um longo periodo de tempo. Esses fatores tornam dificil a identificacao
precoce do MAP o que contribui para maior disseminacdo da doenca e
dificuldades no controle e erradicacdo da PTB (COLLINS et al., 2006, NIELSEN,
2009).

Os métodos de diagnostico laboratoriais da PTB incluem os testes
microbiolégicos (cultura fecal e baciloscopia de tecidos e fezes), moleculares
(PCR para deteccao de DNA de MAP em tecido, leite ou fezes), soroldgicos (teste
Elisa de soro e leite, Fixacdo do complemento e AGID-imunodifuséo) e testes de
deteccdo da resposta imune celular como o teste PPD e teste de producdo de
IFN-y em cultura de células mononucleares (MANNING & COLLINS, 2001;
GILARDONI et al., 2012; MCSPADDEN et al., 2013).

No entanto, estes métodos possuem baixa sensibilidade em animais jovens
ou que estdo na fase inicial de desenvolvimento da doenca, levando assim a
resultados falso-negativos (MANNING & COLLINS, 2001).

De acordo com o avanco da doenca, a sensibilidade dos testes
laboratoriais aumentam, até mesmo antes do surgimento dos sinais clinicos
serem visiveis (GILARDONI et al., 2012). Dentre os métodos mais utilizados para
o diagndstico da PTB estéo:

o Cultura fecal: embora seja considerado o padrdo ouro, tem a
desvantagem de possuir baixa sensibilidade, devido ao carater intermitente de

eliminagcdo de micobactéria nas fezes, de ser demorado devido ao crescimento do
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MAP ser lento (6-18 semanas em meios solidos), e além disso, possui um custo
elevado. Este método é mais sensivel durante o estagio clinico da doenca.

o Bacterioscopia: é utilizada a técnica de coloracéo de Ziehl-Neelsen
(ZN), a qual permite a identificacdo do bacilo. Este método tem a vantagem de ser
simples, rapido e barato, no entanto, € desvantajoso pela baixa sensibilidade e
especificidade, pois néo diferencia o MAP de outras micobactérias, além de levar
a resultados falsos negativos quando os animais estdo eliminando as
micobactérias em quantidades reduzidas nas fezes.

. Reacdo em cadeia polimerase (PCR): este teste possibilita a
deteccdo e identificacdo do DNA bacteriano nas fezes, tecido e leite, porém ha
dificuldades no isolamento do DNA de qualidade nas fezes. Ha necessidade de
equipamentos especificos, técnica e méo de obra especializada o que torna o
custo elevado para paises em desenvolvimento. Um outro fator € o custo com o
pré tratamento das amostras de fezes com o uso de membrana silica em mini-
colunas ou particulas magnéticas, 0 que contribui para aumentar a taxa de
deteccdo de MAP por esta técnica.

o ELISA: € um teste que permite estudar grande quantidade de
animais em um periodo curto de tempo, facil de executar, rapido, barato e mais
acurado para o diagnostico da doenca na fase clinica, importante para programas
de controle devido a sua praticidade. Entretanto, ha baixa sensibilidade, a qual
varia de acordo com as fases da infeccdo, e a especificidade que depende dos
antigenos usados para captura dos anticorpos e pode ocorrer reagdo cruzada
com outras micobactérias.

o PPD: este teste € Util para verificar a resposta imune celular contra o
agente etioldgico da PTB que se baseia em uma reacéo de hipersensibilidade. E
muito vantajoso por ser um teste de facil execucdo, porém torna-se desvantajoso
por ter baixa sensibilidade e especificidade e reagdo cruzada com outras
micobactérias presentes no ambiente, que pode levar aos resultados falso
positivos.

Visto isso, é possivel perceber que mesmo com todos esses métodos de
diagnostico, ainda ha dificuldades em relacdo a sensibilidade, especificidade e
custo elevado, principalmente para paises em desenvolvimento (DRIEMEIER et
al., 1999; CHIODINI et al., 1984). H4 uma grande necessidade da elaboragéo de
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métodos que tenham custo acessivel, rapido, sensivel e que seja realizado com o
animal ainda vivo, sendo essencial também, que seja capaz de detectar a doenca

ainda na fase subclinica.
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3 JUSTIFICATIVA

A PTB est4 entre as doencas transmissiveis do gado de grande relevancia
socioeconbmica, a qual gera muitas perdas econémicas e também é considerada
importante para saude publica (OIE, 2010).

Em consequéncia do MAP ser encontrado em leite de vacas infectadas, €
de suma importdncia para o0 comércio um produto de qualidade e sem
contaminacdo. E os testes de controle microbiolégico de leite e seus derivados
sao importantes para vigilancia sanitaria.

Atualmente existe uma grande dificuldade no diagnostico em relacdo a
deteccdo precoce do agente causal da PTB em animais. O diagndstico rapido é
um ponto importante para o controle da PTB, pois a falta de testes sensiveis 0
suficiente para detectar animais infectados nos primeiros estagios ou ainda
assintomaticos (subclinicos), mas que liberam micobactérias nas fezes e leite,
transmitindo a doenca, torna-se um sério obstaculo para a erradicagéo da doenca.

Novas abordagens para imunodiagnostico baseadas na deteccdo e
identificacdo de antigenos de MAP em leite, utilizando anticorpos monoclonais
podem ser Uteis para o diagndéstico. Um dos antigenos ativamente secretado por
MAP que pode ser utilizado como alvo de deteccéo € a proteina APA (SOUZA et
al., 2011). Estudo realizado por Souza (2015), (patente submetida em 2015)
possibilitou a produ¢cdo de um novo método de imunodiagnéstico da PTB,
baseado em um kit de ELISA sanduiche anti-APA para imunodiagnostico da PTB
em fezes de animais para melhorar o diagnostico dessa enfermidade. Esses
dados nos motivaram a detectar a proteina APA no leite de vacas para

imunodiagnadstico da paratuberculose em rebanho leiteiro.
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4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a presenca da proteina APA, secretada por MAP, em leite de
vaca, utilizando métodos imunoquimicos para diagndéstico da paratuberculose em

rebanho leiteiro.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
v' Coletar material biolégico (leite, fezes e soro) de gado com PTB (doenca
clinica ou suspeitos) em rebanhos leiteiros para testes de

imunodiagnaostico;

v' Estabelecer protocolos para processamento das amostras de leite
indicados para o isolamento do antigeno APA —MAP através de métodos

imunoquimicos;

v' Estabelecer protocolos para a deteccdo da proteina APA em leite de
bovinos com PTB através de métodos imunoquimicos (ELISA,
imunoprecipitacdo, Western Bloting), utilizando anticorpos anti-APA
policlonal 1gY de galinha e monoclonal IgG murino ja produzidos como

ferramenta;

v' Identificar animais com PTB nos rebanhos através dos métodos de
diagndstico da PTB convencionais (teste de detec¢cdo dos anticorpos anti-
MAP em soro e leite bovino utilizando kit ELISA comercial ID-Vet, Franca)
e teste bacteriologico de cultura de fezes (CATTLETYPE® MAP HEYM);

v" Aplicar novo teste imunoquimico para a deteccdo de antigeno APA em
leite e fezes e comparar sensibilidade do novo teste e métodos de

diagnéstico.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO DE REBANHO BOVINO
LEITEIRO

Foram coletadas amostras de sangue, leite e fezes de 96 animais
aparentemente sadios e suspeitos de PTB em diferentes fazendas da regiao
Norte e Noroeste Fluminense. Amostras de fezes foram coletadas diretamente da
ampola retal e o sangue foi obtido por puncdo na veia coccigea com ajuda dos
veterinarios da equipe. Para a coleta do leite, aproximadamente 50 mL foram
coletados dos tetos dos animais e armazenados em tubos de polipropilenos,
previamente esterilizados. As amostras foram acondicionadas em recipientes
plasticos com tampa, identificadas, refrigeradas e transportadas ao LBR, UENF.

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 a sua
utilizagdo. As amostras de leite e de fezes coletadas foram armazenados a -70
°C.

5.2 SORODIAGNOSTICO

A deteccado de anticorpos anti-MAP foi realizada no soro e leite atraves do
ensaio de ELISA Indireto, por meio do kit comercial PARAS-4P ID-Vet Screen®
Paratuberculosis Indirect Screening test (Franca) segundo as instrucdes do
fabricante, com uso de placas de microtitulacdo de 96 pocgos, previamente
sensibilizadas com os antigenos MAP.

A leitura das placas foi realizada por meio de um espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 450nm (D.O 450nm). A razao amostra/controle positivo
(S/P) foi utilizada para a interpretacéo dos resultados. S/P = (valor da D.O 450nm
da amostra - valor da D.O 450nm do controle negativo) / (valor da D.O 450nm do
controle positivo - valor da D.O 450nm do controle negativo) x 100.

De acordo com as recomendacdes do fabricante, as amostra de soro foram
consideradas negativas para anticorpos anti-MAP quando os valores de S/P
foram iguais ou menores que 60%; foram consideradas suspeitas quando o ponto
de corte ficou entre 60% e 70% e valores de S/P iguais ou maiores que 70%

foram considerados positivos. Para o leite, o ponto de corte das amostras difere
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das de soro, segundo as instrucbes do fabricante. As amostras de leite sao
consideradas negativas quando S/P for menor ou igual a 15%; s&o consideradas
positivas quando S/P for maior do que 15%. Quando testados as amostras de
leite individual que estiveram pobremente conservadas, com muita gordura e
animais com sinais de mastite, as amostras de leite que apresentaram S/P entre
15% e 30% foram considerados suspeitos. Devido as amostras estarem ricas em
gordura, consideramos que 0 ponto de corte para amostras negativas para anti-

MAP em leite atendeu a valores S/P iguais ou menores que 30%.

5.3 IMUNODETECCAO DO ANTIGENO APA NO LEITE E FEZES

5.3.1 Processamento do leite

Devido o leite ser rico em gordura e esta poder interferir na imunodeteccéo
da proteina, foi necessario retird-la. Para tanto, foi utilizado uma técnica de
extragcdo de gordura segundo CALVANO et al, 2012. Em um eppendorf, foi
adicionado 1ml de leite e centrifugado a 6000 rpm durante 30 min a 4°C. Apdés
essa centrifugacdo, nas amostras que ainda apresentavam muito residuo de
gordura, o processo foi repetido. Em seguida o leite foi aliquotado, congelado e
descongelado apenas no momento de realizacdo dos ensaios. Para eletroforese
SDS-PAGE, Western bloting e imunoprecipitacdo, as amostras foram diluidas em

agua destilada 1:1.

5.3.2 Processamento das fezes
Aproximadamente 1g de fezes foi diluida em 3 ml de PBST 0.05%
contendo um cocktail de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich). As amostras
foram homogeneizadas sob agitacdo mecéanica em vortex. As suspensoes fecais
foram centrifugadas a 5000x g durante 20 min a 4 °C. Uma porgdo do
sobrenadante (2 ml) foi transferida para um tubo eppendorf estéril e utilizado para
testes ou armazenado a -20 °C.
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5.3.3 Imunoprecipitacédo e analise por imunoblotting

As amostras de leite e fezes foram previamente imunoprecipitadas,
utiizando os Mabs anti-APA e proteina A/G-agarose (CALBIOCHEM) para
concentrar e isolar o antigeno APA. A presenca da proteina APA no leite foi
verificada através da analise de amostras imunoprecipitadas por eletroforese
SDS-PAGE e Western blotting utilizando protocolos convencionais.

Para imunoprecipitacdo, 500 pl do leite e/ou sobrenadante fecal foram
submetidos a incubacdo com 6 pl de anticorpo monoclonal anti-rAPA MAP e 30 pl
da proteina G-agarose overnigth, sob agitacdo a 4°C. Apds a incubacéo, a
suspenséao foi lavada 3 vezes por meio de centrifugagdo a 2500g por 5 min. O
material precipitado foi ressuspendido em tampdo de amostra e aplicado no gel
de SDS-PAGE a 12%.

A eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE foi realizada segundo a
metodologia de Laemmli (1970), em gel descontinuo, constituido de: gel
separador (10% acrilamida, 0,2% bisacrilamida, 0,1% SDS, e 0,375 M tris pH 8,8),
gel de concentracdo (5% acrilamida, 0,5% bisacrilamida, 0,1% SDS e 0,125 M tris
pH 6,8) e tampéao de corrida (25mM Tris, 192 mM glicina e 0,1% SDS pH 8,3). As
corridas eletroforéticas foram realizadas no sistema de mini-gel (Dual Gel Caster
Amersham Pharmacia Biotech), utilizando-se tampéao de corrida sob 80 V
constantes no gel de concentracdo e 110 V constantes no gel separador. A massa
molecular das amostras de proteinas foi comparada com padrdo de massas
moleculares conhecidas.

Apbs eletroforese, o gel foi corado com corante Coomassie por 1h no
agitador a temperatura ambiente para visualizacdo das bandas de proteinas.
Posteriormente, foi retirado o corante e o gel foi tratado com descorante (metanol
40%, acido acético 10% em agua destilada) sob agitacdo por 10 min. Apds a
retirada do descorante foi adicionado agua destilada.

Para a transferéncia, ap6s a corrida eletroforética, as proteinas foram
eletrotransferidas para uma matriz de nitrocelulose com poros de 0,45um
(Amersham Life Sciences), de acordo com Towbin et al. (1979), utilizando o
equipamento de transferéncia liquida BioRad em tampao de transferéncia Tris-
Glicina (25mM Tris, 192 mM glicina e 20% de metanol) por 1hora e 40 minutos em

constantes 250 mA. ApOs a transferéncia das proteinas, as membranas foram
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incubadas com solucdo bloqueadora (5% de leite desnatado em PBS Tween
(PBST)) durante 18 horas a 4°C.

No tratamento da membrana, foi utilizado o anticorpo primario IgY anti-APA
(diluido 1:3000) MAP de gema de ovos dos animais imunizados, utilizado como
anticorpo de deteccdo (SOUZA, 2015). Esse anticorpo foi diluido em PBST com
gelatina 1% e levado a incubag&o no agitador por 1h em temperatura ambiente.
Apos lavagem (5 vezes por 5 min cada com PBST 0,05%), a membrana foi
incubada sob agitacdo com anticorpo secundario, goat anti- chicken IgY- HRP
(diluido 1:5000), por 1h em temperatura ambiente.

A revelagdo da membrana foi realizada através de uma solucdo contendo
substrato enzimatico e a substancia cromégena DAB (diaminobenzidina) (100pl
Tris-HCL 2 M pH 7,5; 4,9 ml de 4gua destilada; 5 mg DAB; 0,3ml imidazol 0,1 M e
5 ul H20y).

5.3.4 Elisa Sanduiche

Para deteccdo do antigeno APA em leite e nas fezes, as placas de
microtitulacdo de ELISA foram sensibilizadas com 100ul/po¢o do anticorpo de
captura - MAb anti-APA MAP (SOUZA et al., 2011) (2ug/ml) em presenca do
tampéo de carbonato-bicarbonato (Na,CO3; 0,015M + NaHCO3; 0,035M, pH 9,6)
por 18h a 4°C. ApoOs esse periodo de tempo, a placa foi lavada com 200ul de PBS
0,05% e tratada com uma solucdo de bloqueio (200ul) (PBST com gelatina a
0,05%) por 1h a 37°C. A solucéo de bloqueio € utilizada com a finalidade de evitar
ligacdes inespecificas com placa. Em seguida a placa foi lavada 4 vezes com
PBS 0,05%

Apoés a lavagem, foi incubada com 100ul/pogo do sobrenadante fecal e/ou
amostra de leite devidamente processada, por 1h em temperatura ambiente. Apds
esse periodo, foi realizado uma nova lavagem com PBST 0,05% de 5 vezes e
adicionado anticorpo de deteccéo IgY anti-APA (diluido 1:3000) MAP diluido em
PBST com gelatina 0,5%, 100ul/poco, e incubado por 1h em temperatura
ambiente. ApOs o periodo de incubacdo, houve uma lavagem de 5 vezes com
PBST, e em seguida a amostra foi incubada com o anticorpo secundario, goat
anti-chicken IgY- HRP (diluido 1:5000) (Calbiochem-Novabiochem Corp.) por 1 h
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em temperatura ambiente. A reacdo foi revelada com a solucdo OPD (o-
fenilenodiamina — 2HCI, acido citrico 20mM, fosfato de sédio 40mM), 100pl \poco,
e foi interrompida adicionando-se 100ul de H,SO,4 3N por poco.

A leitura das placas foi realizada no espectrofotbmetro a 492 nm (D.O
492nm). Como controle positivo, foi utilizado sobrenadante das fezes do animal
154 (SOUZA, 2015) e sobrenadante de cultura de Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis e como controle negativo meio 7H9.

5.4 TESTE BACTERIOLOGICO

Segundo a metodologia descrita por STABEL (1997), foram pesados 3g de
fezes e colocados em tubos falcon esterilizados contendo 30mL de agua destilada
autoclavada. Posteriormente, os tubos foram submetidos a agitacdo no vortex por
5 minutos e, em seguida, mantidos em repouso, por 20 minutos, a temperatura
ambiente, para sedimentacao.

Apos a sedimentacdo, o pellet foi ressuspendido com 30 mL de
hexadecylpyridium chloride monohydrate & 0,75% (HPC - Sigma Chemical Co., St
Louis, Mo.) e mantido a temperatura ambiente (20-22°C), overnigth, para
descontaminacéao.

Em seguida, o material foi centrifugado a 3000g, por 30 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1mL da solucdo
descontaminante. Desta suspensao, 150uL foi semeada em agar CATTLETYPE®
MAP HEYM inclinado (gentilmente cedido pelo Dr. Walter Oelemann- UFRJ),
contendo acido nalidixico (50mg/mL) (Alamar Tecno- Cientifica Ltda, Diadema,
SP, Brasil), cloridrato de vancomicina (50mg/mL) (Laboratério Teuto Brasileiro
S/A, Séo Paulo, SP, Brasil) e anfotericina B (150mg/mL), e incubados a 37°C por
18 semanas. As observacdes de crescimento foram feitas semanalmente.

O restante da suspensao foi transferido para tubos de polipropileno de
15mL que foram mantidos a 8°C, por uma semana, para reinoculagcdo em casos

de possiveis contaminacdes nos tubos com meio de cultura.
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6 RESULTADOS

6.1 SCRENNING DOS ANIMAIS ATRAVES DE ELISA PARA DETECCAO
DE ANTICORPOS ANTI-MAP EM SORO E LEITE

Na primeira etapa deste trabalho, buscamos realizar um rastreio de vacas
leiteiras nas fazendas da regido com objetivo de selecionar animais com
paratuberculose e coletar amostras do seu leite para posterior analise.

Em parceria com veterinarios do Laboratério de Morfologia e Patologia
Animal (LMPA) da UENF e com consenso dos produtores rurais foi realizada
avaliagdo veterinaria dos animais nas diferentes fazendas da regido Norte e
Noroeste Fluminense (Tabela 1), Somente 2 vacas apresentaram sinais clinicos
compativeis com a PTB, tais como a diarreia intermitente e emagrecimento.
Foram coletadas amostras de soro, fezes e leite destes animais (n=2) e de
animais aparentemente saudaveis, maiores de 3 anos de idade, que foram

selecionados aleatoriamente (n=94).

Tabela 1. Coleta de amostras de soro, fezes e leite em diferentes Regides do Norte e

Noroeste fluminense.

Regides/Fazendas N° de amostras de
soro, fezes e leite
coletadas.

Italva (1) 6

Padua (P) 18

Assentamento dos Zumbis | 12

(©)

Boa Ventura (BV) 45

Corrego da Chica (CC) 15

O sorodiagnostico utilizando teste de ELISA indireto é o principal método
de realizar um screening do gado para PTB. Para o estudo da ocorréncia de
anticorpos anti-MAP no soro de bovinos leiteiros, neste estudo nds utilizamos um
kit comercial produzido na Franga, PARAS-4P ID-Vet Screen® Paratuberculosis
Indirect Screening kit, de acordo com o protocolo do fornecedor.

Os resultados estdo apresentados na Figura 1. Em Santo Antonio de

Padua - RJ, as amostras foram coletadas de 3 fazendas. De 8 animais testados, 4
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bovinos (P1, P3, P6 e P8) foram soropositivos. Em Assentamento dos Zumbis
(municipio Campos dos Goytacazes), todos os 12 animais foram soro-negativos,
no entanto, foram encontrados 3 animais suspeitos (C1, C2 e C6).

Em Boa Ventura a coleta foi realizada em 4 fazendas, totalizando 45
animais. Soros de 20 desses animais foram testados, e 5 foram soropositivos
(BV3, BV7, BV9, BV41 e BV42), sendo que desses 5 animais positivos, 3 sao de
uma mesma fazenda e os outros 2 de outra fazenda.

Em Corrego da Chica, 13 animais foram testados e, 5 bovinos foram
soropositivos (CC8, CC10, CC11, CC12 e CC13). Os animais CC2, CC3, CC4,
CC9 e CC14 foram considerados suspeitos, seguindo recomendacdes do
fabricante para avaliagdo dos resultados do teste ELISA, sendo que seus soros
apresentaram valores abaixo do ponto de corte (70%;), mas entre 60% e 70%.

Em lItalva, as amostras de soro, fezes e leite foram coletadas em 2
fazendas, e foram encontrados 4 animais soropositivos para deteccdo de

anticorpos anti-MAP (animal 11, 12, 14 e I5) e um suspeito (154).
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Deteccao de anticorpos anti-MAP nos soros de bovinos
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Figura 1. Deteccdo de anticorpos anti-MAP em soro de bovinos (sorodiagnéstico de PTB).
As amostras de soros foram coletadas nas fazendas de diferentes municipios da regido Norte e
Noroeste Fluminense e testadas para presenca de anti-MAP ELISA, utilizando kit comercial (ID
SCREEN®, Paratuberculosis Indirect ELISA kit, ID Vet, Franga). A linha preta representa o ponto
de corte da reacdo (determinado pelo fabricante). Valores iguais ou maiores que o ponto de corte
foram considerados como positivos. Co(+) - controle positivo do Kit. Co(-) — controle negativo do

Kit.

Os resultados obtidos revelam que a presenca de anticorpos no soro do
gado leiteiro na regido de estudo foi 30,5% (Tabela 2).

ApoOs a realizagdo dos testes no soro dos animais, realizamos o teste para
a deteccédo de anticorpos anti-MAP no leite desses animais.

Dos 4 animais soropositivos de Italva, as amostras de leite foram
disponiveis de 3 e nenhum destes foi positivo no teste ELISA  (Figura 2). Em
Assentamento dos Zumbis, foram testados amostras de 2 animais, que foram

suspeitos de acordo com dados do sorodiagnéstico, desses 2, 1 animal



29

apresentou ocorréncia de anti-MAP no leite. Em Santo Antonio de Padua - RJ, de
7 animais testados, 4 (P1, P3, P5 e P6) bovinos foram positivos no teste ELISA
com utilizacdo de leite. Em amostras de leite obtidos de 5 animais em Boa
Ventura, 4 foram positivos (BV7, BV9, BV20 e BV42). Apenas um animal
soropositivo (BV3) ndo apresentou presenca dos anticorpos anti-MAP no leite.

Em Corrego da Chica, de 13 animais testados, detectamos cerca de 4

bovinos positivos no leite.

Deteccao de anticorpos anti-MAP no leite de bovinos
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Figura 2. Deteccdo de anticorpos anti-MAP em leite de bovinos (diagnéstico de PTB). As
amostras de leite de bovinos foram coletadas nas fazendas de diferentes municipios da regido
Norte e Noroeste Fluminense e testadas para presenca de anti-MAP ELISA, utilizando kit
comercial (ID SCREEN®, Paratuberculosis Indirect ELISA kit, ID Vet, Franca). A linha preta
representa o ponto de corte da reacdo (determinado pelo fabricante). Valores iguais ou maiores
que o ponto de corte foram considerados como positivos. Co(+) - controle positivo do Kit. Co(-) —
controle negativo do Kit.

Os resultados do teste de leite por ELISA revelam ocorréncia de anticorpos
anti-MAP de 13 animais em 39 testados, com uma ocorréncia de 33,3% de

anticorpos anti-MAP (Tabela 2).
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Tabela 2: Deteccdo de vacas reagentes ao teste ELISA (Kit ID SCREEN®, Paratuberculosis
Indirect ELISA kit, ID Vet, Franga) em rebanhos bovinos leiteiro da Regido Norte e Noroeste

Fluminense.
Total de Numero (%) Total de Numero (%)
amostras de de vacas amostras de de vacas
soro soropositivas leite positivas no
avaliadas avaliadas leite
Italva (1) 6 4 (66,6%) 3 0 (0%)
Padua (P) 8 4 (50%) 7 4 (57,1%)
Assentamento | 12 0 (0%) 2 1 (50%)
dos Zumbis(C)
Boa  Ventura |20 5 (25%) 14 4 (28,6%)
(BV)
Corrego da| 13 5 (38,5%) 13 4 (30,7%)
Chica (CC)
N=59 18 (30,5%) N=39 13 (33,3%)

Os resultados apresentados na Tabela 2 demonstram que prevaléncia dos

anticorpos anti-MAP no gado leiteiro da regido, tanto nas amostras de soro quanto

em leite, foi cerca de 30%,

Os resultados mais detalhados sobre cada um dos animais positivos para

ocorréncia dos anticorpos anti-MAP estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Identificacdo de animais promissores através do teste de Elisa (Kit ID SCREEN®,
Paratuberculosis Indirect ELISA kit, ID Vet, Franca) em rebanhos bovinos leiteiros da
Regido Norte e Noroeste Fluminense

Animais suspeitos no Animais Positivos no Positivos no soro e no
soro soropositivos leite leite
_ 11 _ _
— 12 _ _
_ 14 _ _
— 15 _ _
154 _ _ _
_ P1 P1 P1
_ P3 P3 P3
_ _ P5 _
_ P6 _ _
L P8 P8 P8
— BV3 _ _
_ BV7 BV7 BV7
_ BV9 BV9 BV9
L . BV20 o
_ BVv41 _ _
_ BVv42 BVv42 BVv42
_ _ cc3 —
_ _ Ccc4 _
_ _ CC7 .
_ ccs _ _

_ CC10
_ CC11 Cci1 CC11
_ CC12 _ _
. CcC13 . .
CC14 _ _ _
C1 _ C1 _
C2 _ _ _
C6 _ _ -
N=5 N=18 N=13 N=7
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Os dados apresentados na Tabela 3 monstram que 7 animais foram
positivos para presenca de anticorpos anti-MAP tanto no soro, quanto no leite,
sugerindo que estes animais apresentam a infeccéo ativa e sdo promissores para
novos experimentos direcionados na deteccdo do antigeno de MAP no leite e nas
fezes dos animais infectados. Dentre este grupo de animais destacamos 2
animais (BV9 e CC11) que apresentaram elevados titulos de anticorpos, superior
a todos os demais animais. Vale destacar que foram efetuadas varias coletas
durante o decorrer de um ano e meio, de soro (2 coletas), leite e fezes (4 coletas)
do animal BV9 em meses diferenciados e o0 mesmo continuou mantendo titulos
elevados de anticorpos anti-MAP no soro e no leite (ndo mostrado).

Os animais listados na tabela 3 foram selecionados para préxima fase
deste trabalho no intuito de deteccdo do antigeno APA nas amostras de leite e
fezes através do teste de Elisa sanduiche (kit PTB-Detect) elaborado no LBR
(UENF).

6.2 Imunodeteccdo do antigeno APA em sobrenadante fecal e em leite
através de Elisa sanduiche

Como a presencga do antigeno APA nas fezes de vacas com doenca de
Jonhe ja foi demonstrada em estudos anteriores no nosso laboratério (Souza.,
2015), neste trabalho, inicialmente, testamos as amostras de fezes, utilizando kit
ELISA anti-APA desenvolvido no LBR. Como controle positivo foi utilizado a
amostra de fezes do animal 154, anteriormente demonstrada ser positiva para
APA fecal (Souza., 2015). Amostras fecais dessa vaca foram mantidas
congeladas a -70 °C.

Os resultados obtidos no teste de Elisa sanduiche das fezes (Figura 3)
demonstram que em amostras de dois animais foi detectada a presenca do
antigeno APA-MAP (animais BV9 e BV20). Devido o animal BV9 ter apresentado
diarreia intermitente, além dos resultados positivos laboratoriais, este animal foi
monitorado, com coleta de amostras diferenciadas no decorrer de um ano e meio
(BV9/1; BV9/2; BV9/3 e BV9/4), permanecendo positivo. Amostras dos outros

animais foram negativos neste teste.
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Deteccao de antigeno APA nas fezes de bovinos
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Figura 3. Imunodetecc¢ao do antigeno APA-MAP em sobrenadante de fezes de bovinos com
PTB, suspeitos e sadios, através de ELISA sanduiche. Co(+) - controle positivo, sobrenadante
de fezes de animal com PTB (154). Co(-) — controle negativo, fezes de vaca sadia.

ApOs a realizagdo do teste com as fezes, testamos as amostras de leite
dos mesmos animais para presenca do antigeno APA no leite, sugerindo que o
antigeno que pode ser eliminado nas fezes, pode ser eliminado também no leite.
Como controle negativo foi utilizado leite de vaca sadia. Como controle positivo foi
utilizado amostra de fezes do animal 154, devido a falta do leite com APA.

Os resultados obtidos no teste de Elisa sanduiche do leite (Figura 4)
demonstram que todas as amostras de leite foram negativas para deteccao do
antigeno APA-MAP, incluindo amostras de leite das vacas BV9 e BV20 (vacas
que estao eliminando o antigeno APA nas fezes). Estes resultados sugerem que o
antigeno pode estar presente no leite em quantidades menores em comparacao
com as fezes, ndo detectaveis por ELISA.
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Figura 4. Imunodeteccéo do antigeno APA-MAP em leite de bovinos com PTB, suspeitos e
sadios, através de ELISA sanduiche. Co(+) - controle positivo, sobrenadante de fezes de animal
com PTB (154). Co(-) — controle negativo, leite de vaca sadia.
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Para verificar esta hipotese, realizamos testes de isolamento do antigeno

através de imunoprecipitacao.

6.3 Isolamento do antigeno APA em sobrenadante fecal e leite de
animais suspeitos de PTB através de imunoprecipitacdo

Para confirmar os resultados obtidos no Elisa sanduiche, a presenca do
antigeno APA nas fezes e no leite foi verificada através de imunoprecipitacdo do
antigeno de interesse e sua andlise por Western bloting. As amostras de
sobrenadantes de fezes e leite foram submetidas & imunoprecipitagdo prévia com

objetivo de isolar e concentrar a proteina (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Imunodeteccdo do antigeno APA-MAP em sobrenadante fecal de bovinos com
PTB, suspeitos e sadios através de Western bloting. 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. Co(+) - controle positivo
(I154) e sobrenadante de cultura de M. avium (CFP), Co(-) - controle negativo, fezes de animal
sadio.

A figura 5 demonstra a presenca da proteina APA nas fezes com banda
dupla de 60/70 kDa) dos animais BV9/1, BV3, BV20, Bv42, BV9/2, CC11, BV9/3,
BV9/4, além do controle positivo (154 e CFP).

AplOs a obtencdo dos resultados da imunoprecipitacdo com as fezes,
realizamos também a imunoprecipitacdo prévia do leite. Uma banda de 70 kDa foi
observada somente nas amostras BV9/2 e BV9/4, sendo que nas demais
amostras a marcacao foi negativa (Figura 6). Vale ressaltar que sem IP, as
bandas da proteina APA nado foram identificadas nas amostras de leite por

western bloting.
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Figura 6. Imunodeteccdo do antigeno APA-MAP em leite de bovinos suspeitos e sadios
através de Western bloting. Amostras de leite foram imunoprecipitados com Mab anti-APA. Os
precipitados obtidos foram analisados através de Western bloting, utilizando IgY anti-APA para
tratamento de membrana. Co(+) - controle positivo (rAPA), Co(-) - controle negativo, fezes de
animal sadio.

Estes dados demonstram que no leite, diferentemente das fezes, o
antigeno APA estd presente em quantidades muito pequenas, apenas nos
animais com infeccdo ativa, que eliminam o antigeno (e provavelmente a bactéria)
com as fezes.

Nas quatro amostras de leite coletadas do animal BV9 no decorrer de um
ano e meio, a proteina APA foi encontrada apGs imunoprecipitacdo apenas nas
amostras 2 e 4. Os resultados apresentados na Figura 3 demonstram que as
amostras de fezes BV9/2 e BV9/4, coletadas nos mesmos dias que o leite,
apresentaram maiores quantidades de APA nas fezes em comparacdo com as
amostras BV9/1 e BV9/3, o que sugere maior atividade da infeccdo nessas datas.
Nossa hipotese, que a proteina APA esta sendo eliminada nas fezes junto com a
micobactéria, ainda deve ser confirmada pelo método bacteriol6gico (isolamento
de MAP em cultura fecal).

Por enquanto, os dados obtidos anteriormente em nosso laboratorio
demonstram a presenca de MAP e do antigeno APA nas fezes do animal 154, o

gue foi confirmado pelo isolamento de cultura do MAP e dados de isolamento do
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antigeno pelos métodos imunoquimicos. Isolamento de MAP das fezes dos outros
animais positivos para presenca da proteina APA nas fezes ainda estd em
andamento. Devido do lento crescimento da micobactéria, o teste de cultura é

demorado (de 3-4 meses para obtencédo de cultura).
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7 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi verificar a possibilidade da presenca do
antigeno APA, secretado por MAP, no leite de vacas com PTB. Para alcancar o
objetivo, foi necessario obter amostras do leite de animais com essa enfermidade,
na forma da doenca clinica e subclinica. Entretanto, na nossa regido, a
prevaléncia da PTB no gado leiteiro é desconhecida e o diagnostico dessa

doenca € precario.

Para selecionar animais para nosso estudo, nossa equipe com ajuda dos
veterinarios realizou avaliagdo médica das vacas leiteiras nas diferentes fazendas
da regido. Em 11 fazendas de 5 municipios diferentes da regido, poucas vacas (4)
apresentaram sinais clinicos compativeis com sinais da PTB, como diarreia
intermitente e emagrecimento.

Para confirmar o diagndstico destes animais e detectar animais na fase
subclinica da PTB, partimos para o sorodiagnéstico da PTB através da utilizacéo
do kit de Elisa comercial (kit convencional PARAS-4P ID-Vet Screen®, Franca)
para rastrear animais com anticorpos anti-MAP no soro e, posteriormente, no leite
de animais soropositivos. O teste de ELISA indireto é o principal método de
triagem dos rebanhos bovinos com PTB (Ayele et al., 2005).

Na segunda etapa, os animais positivos no ELISA do soro e/ou no leite,
foram avaliados para a presenca do antigeno APA nas fezes e leite utilizando
novos meétodos imunoquimicos desenvolvidos em nosso laboratério. Foram
coletadas amostras dos animais com sinais clinicos e de animais aparentemente
saudaveis, maiores de 3 anos, que foram selecionados aleatoriamente.

Os resultados obtidos no teste de ELISA indireto demonstram que 30,5%
das amostras de soro e 33,3% de leite testados foram positivos para anticorpos
anti-MAP. Os resultados demonstram um acordo moderado entre os dados de
soro e do leite, pois algumas amostras mostraram-se positivas apenas no soro ou
apenas no leite, com um total de 7 amostras positivas em ambos. Nossos dados
estdo de acordo com os dados de Lombard et al., (2006) obtidos durante um
triagem do gado leiteiro para PTB nos EUA, que revelou concordancia moderada
entre dados obtidos em ELISA indireto do soro e leite (4,2 e 2,7% amostras
positivas, respectivamente), demonstrando, no entanto, uma similaridade dos

testes em termos de custo, tempo e sensibilidade de ambos.
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Os animais positivos no teste de ELISA indireto foram selecionados para
proxima fase do trabalho direcionado na deteccdo do antigeno APA de
micobactéria em fezes e leite destes animais.

Nos trabalhos anteriores em nosso laboratorio, foi demonstrado que a
proteina APA secretada por MAP esta presente nas fezes de bovinos leiteiros
com Doenca de Johne (Souza, 2015) e pode ser utilizada como um biomarcador
dessa doenca. A proteina pode ser detectada e isolada de fezes destes animais
através de métodos imunoquimicos com utilizacdo dos anticorpos especificos
anti-APA produzidos no LBR (Souza et al., 2011). Neste trabalho, foi utilizado o
kit ELISA sanduiche anti-APA produzido anteriormente.

Como resultado, utilizando esse novo kit com amostras de sobrenadante
de fezes de 23 animais soropositivos e suspeitos, foram detectados 2 animais
(BV9 e BV20) positivos para presenca do antigeno APA em fezes. Vale destacar o
animal BV9, do qual foram coletados 4 amostras em meses diferentes e todas
amostras testadas foram positivas. A quantidade da APA detectada em fezes
coletadas em datas diferentes estavam oscilando, sendo maiores na segunda e
quarta coleta.

Um fato interessante € que este animal apresentava diarreia intermitente,
que foi maior nos dias da segunda e quarta coleta, 0 que sugere ativacado da
infeccdo, que provavelmente pode aumentar a excre¢cdo de micobactéria e seus
antigenos nas fezes. O animal BV9 apresentou também, outras caracteristicas
compativeis com a PTB, tais como: idade de 7anos, maior intervalo entre partos
que as demais vacas, quanto a producao de leite, ainda ndo apresentou queda
relevante, no entanto, ha periodos em que ha reducéo.

O carater intermitente de diarreia e de excrecdo do MAP nos animais
infectados por MAP foi descrito anteriormente. Em estudos realizados por Mitchell
et al., (2015a e b), os autores explicam que uma grande proporcao de vacas sao
capazes, através do sistema imunolégico, de controlar a infec¢do, como é o caso
de liberacdo intermitente do MAP, ora o animal piora e elimina maior quantidade
de MAP, ora melhora e quase nao elimina esse microrganismo ou, chega uma
fase em que o sistema imunoldgico ndo consegue mais controlar, e este animal

passa a ser um eliminador continuo de MAP e seus antigenos.
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Se a eliminagdo do antigeno APA em fezes em quantidades detectaveis
esta associada aos periodos de eliminacdo de micobactéria, ainda deve ser
confirmada pelo método bacteriolégico (isolamento de MAP em cultura fecal). Por
enquanto, os dados anteriores obtidos no nosso laboratério demonstram a
presenca de MAP e do antigeno APA nas fezes do animal 154, o que foi
confirmado pelo isolamento de cultura MAP e dados de isolamento do antigeno
pelos métodos imunoquimicos. Isolamento de MAP das fezes dos demais animais
positivos para presenca da proteina APA nas fezes ainda estd em andamento.
Devido ao lento crescimento da micobactéria, o teste de cultura é demorado (até
3-4 meses para obtencéo de cultura).

Como o objetivo desse trabalho foi detectar e isolar a proteina APA no leite,
servindo como nova ferramenta de diagndstico antes mortem, as amostras de
leite dos animais positivos foram testadas utilizando novo kit ELISA anti-APA, a
fim de avaliar sua funcionalidade e sensibilidade com o leite, comparado as
demais metodologias, como imunoprecipitacdo para isolamento da proteina.

No entanto, nas amostras de leite avaliadas, nenhum animal demonstrou
estar secretando a proteina APA, o que sugere que a proteina secretada por MAP
ndo estd sendo eliminada no leite, diferentemente das fezes, ou, esta sendo
secretada em quantidade infima, a ponto de ndo ser detectado através desse
novo Kit.

Uma vez que nao detectamos a proteina APA através do novo Kkit,
submetemos as amostras de fezes e leite de animais suspeitos a uma
imunoprecipitagdo prévia com a finalidade de concentrar ao maximo a proteina de
interesse (APA).

Através dos métodos de imunoprecipitacdo e analise do complexo
imunoprecipitado por Western bloting, conseguimos detectar a proteina APA nas
fezes de todos animais que apresentaram resultados positivos em ELISA anti-
APA fecal, e ainda em alguns animais que no Elisa sanduiche das fezes
mostraram-se negativos, como BV3 e CC1l1l, o que demonstra que a
imunoprecipitagdo prévia das amostras aumenta a sensibilidade dos testes
imunoquimicos na deteccéo do antigeno.

A utilizacdo da imunoprecipitacdo nos testes de leite permitiu detectar a

proteina APA nas amostras de um Unico animal (BV9). Foi detectada uma banda
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de 70 kDa, que foi observada somente nas amostras de segunda e quarta coleta,
sendo que nas demais amostras a marcagao foi negativa. Estes dados estdo de
acordo com os dados de ELISA sanduiche das fezes que demonstraram maiores
guantidades da APA eliminadas nas fezes nessas datas.

Estes dados sugerem que a proteina APA estd sendo secretada em
menores quantidades no leite do que nas fezes, que pode ser detectada somente
nos animais com a infeccéo ativa e apés concentracdo do material. Uma vez que
o local acometido pela infec¢cdo é o intestino, logo havera maior quantidade de
MAP sendo eliminado nas fezes do que no leite. Sendo assim, a proteina
secretada por esse microrganismo sera encontrada em maiores quantidades e
mais facilmente nas fezes do que no leite.

O conhecimento sobre os fatores que influenciam a quantidade de MAP
sendo eliminado no leite ainda é escasso. Sabe-se que a excrecdo do MAP no
leite e consequentemente seus antigenos, como por exemplo, a proteina APA,
pode ser influenciado pelo estagio de infeccdo, com maior grau de eliminacao
ocorrendo nos estagios clinicos da PTB e quantidades muito pequenas ou mesmo
indetectaveis de MAP eliminado nos estagios iniciais (STABEL et al., 2014).

A ndo deteccdo da proteina APA nas demais amostras de leite também
pode ser devido o MAP ser lancado tanto no leite como no colostro,
preferencialmente por vacas em estagios avancados da doenca e no inicio da
lactacdo de acordo com Stabel et al., 2014, o que pode ndo ser o caso dos
animais submetidos aos testes, no entanto, é bem favoravel o animal BV9 estar
entrando em um estagio mais avancado da doenca.

Quanto a lactacao, a ultima coleta (BV9/4) foi no periodo pds-parto, o que
provavelmente contribui para maior eliminacdo do MAP, devido ao estresse que 0
animal vive, uma vez que este € um fator desencadeante para eliminacdo do MAP
e manifestacdo dos sinais clinicos da doenca (ACYPRESTE et al.,, 2005).
Importante, que na amostra de quarta coleta foi encontrada maior quantidade da
APA nas fezes e no leite.

Os métodos imunoquimicos para deteccdo da proteina APA em fezes ou
leite (imunoprecipitacdo e particularmente ELISA sanduiche) sdo métodos rapidos
e baratos, eliminam a necessidade do sacrificio de animais para a realizacdo de

exames histoldgicos post-mortem. Entretanto, os resultados obtidos revelam que
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0 uso do novo kit ELISA anti-APA ndo é ideal para deteccdo da APA nas
amostras de leite, pois, ndo é sensivel o suficiente para detectar pequenas
guantidades da proteina APA que podem estar presente no leite.

Dessa forma, € mais relevante o uso do kit para amostras de sobrenadante
de fezes, o que ja foi demonstrado por Souza et al., (2015) como uma ferramenta

muito Gtil para o diagnostico da PTB.
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8 CONCLUSAO

» Os resultados de deteccdo da proteina APA no leite (ELISA sanduiche),
diferentemente das fezes foram negativos, o que demonstra que o antigeno, se

esta presente no leite, encontra-se em menores quantidades que nas fezes;

» A utilizacdo da Imunoprecipitacdo permitiu detectar o antigeno APA em
amostra de leite, confirmando que o antigeno pode estar presente no leite dos

animais com infecgdo ativa, mas em quantidade infima;

» Para o diagnéstico da PTB, a deteccdo do antigeno APA no leite ndo € viavel,
uma vez que este pode estar presente em concentracdes minimas, a ponto de

nao ser detectado;

» O uso de amostras de fezes para deteccdo do antigeno APA continua sendo a

melhor op¢éo para desenvolvimento de ferramentas de diagnéstico da PTB.
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