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RESUMO

CARVALHO, Isabel Azevedo, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, Julho de
2008. Isolamento e deteccdo molecular de Mycobacterium avium
subespécie paratuberculosis (MAP) em rebanhos bovinos leiteiros na
regido de Vicosa - MG. Orientadora: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-
Orientadoras: Paula Dias Bevilacqua e Célia Alencar de Moraes.

A paratuberculose é uma enterite infecciosa cronica, causada pelo
Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP), que acomete todos os
ruminantes, caracterizada por sindrome de ma absorgao, diarréia e perda de peso. A
doenga tem grande importancia econémica pela redu¢do na produtividade, descarte
prematuro de animais e aumento dos custos sanitarios. A doenga também tem
importancia em Saude Publica pela possibilidade do agente etiolégico estar ligado a
Doencga de Crohn em humanos e o principal veiculo de transmissao seria o leite. No
Brasil, ha poucos grupos de pesquisa sobre o assunto e o impacto econémico da
doenca ainda ndo foi mensurado. Este estudo propds avaliar o limite de detecg¢ao da
técnica de PCR para detec¢cao de MAP em amostras de leite in natura e iniciar um
levantamento da doenga nos rebanhos bovinos leiteiros da regidao de Vigosa. Foram
avaliadas 204 amostras de fezes e 220 amostras de leite individual e de tanque.
Observou-se contaminagao em 334 (41%) amostras de fezes e 132 (15%) amostras
de leite. Ndo foram observadas colénias com caracteristicas morfo-tinturiais de MAP
apos processamento das amostras de fezes avaliadas, e foram observadas colénias
somente em meio HEYM com Micobactina J a partir de amostra de leite de um
animal com sinais clinicos semelhantes aos da paratuberculose. Foi preparado
esfregaco de umas dessas colbnias e, ao microscopio optico, foram constatados
BAAR. As 220 amostras de leite foram submetidas a PCR, com dois pares de
oligonucleotideos: I1S900BN1/ISO00BN2 e ISMav2F/ISMav2B2. Utilizando-se o

primeiro par, 8 amostras (3,6%), das quais duas eram de animais com sinais clinicos
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semelhantes aos da doenga, amplificaram fragmentos de tamanho esperado, de
626pb, e utilizando-se o segundo par, 5 amostras (2,2%) amplificaram fragmentos
de tamanho esperado, de 494pb. Amostras de soro e de leite dos 8 animais que
amplificaram fragmentos de tamanho esperado utilizando-se o par de
oligonucleotideos com base na sequéncia de inser¢do 1S900 foram submetidas ao
ELISA. No ELISA do soro, duas amostras (25%) foram consideradas positivas e uma
(12,5%), proveniente do animal com sinais clinicos semelhantes aos da doenga, foi
considerada suspeita; enquanto no ELISA do leite, todas as amostras foram
consideradas negativas. As 8 amostras foram clonadas e sequenciadas. Dessas, 3
(37,5%) foram sequenciadas com sucesso e a analise genética revelou 99% de
identidades entre as sequUéncias obtidas nesse estudo e a sequéncia 1S900
depositada no Genbank. Por meio de diluicbes seriadas do DNA plasmidial extraido
do clone do controle positivo, foi avaliado o limite de detec¢do da técnica de PCR
para deteccdo de MAP em amostras individuais de leite bovino in natura e foi
encontrado que o limite minimo de deteccdo foi de, aproximadamente, 140 a
180UFC/mL de leite. O presente estudo produziu a primeira deteccdo de MAP em
amostras de leite no Brasil. Utilizando-se como ferramenta diagnéstica a técnica de
PCR 1S900, a ocorréncia estimada de paratuberculose nos rebanhos bovinos
leiteiros avaliados na regido de Vigosa, MG foi de 3,6%, fornecendo um primeiro

levantamento sobre a doenca na regidao de Vigosa e no estado de Minas Gerais.
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ABSTRACT

CARVALHO, Isabel Azevedo, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2008.
Isolation and molecular detection of Mycobacterium avium ssp.
paratuberculosis (MAP) in dairy cattle in the region of Vicosa - MG, Brazil.
Adviser: Maria Aparecida Scatamburlo Moreira. Co-Advisers: Paula Dias
Bevilacqua and Célia Alencar de Moraes.

Paratuberculosis is a chronic infectious enteric disease caused by
Mycobacterium avium ssp. paratuberculosis that affects all ruminants, characterized
by malabsorption, diarrhea, and weigh loss. The disease has a great economic
importance due to the milk production decrease, culling of infected cows, and the
increase of sanitary costs. The disease has also an importance in Public Health,
considering that the etiological agent can be associated with Crohn’s Disease in
humans and the main transmitting vehicle would be the milk. In Brazil, there are few
research groups about the subject and the disease’s economic impact was not
measured yet. This study aimed at initiating a survey of the disease in dairy herds in
the region of Vigosa and evaluating the detection limit of the PCR for the MAP
detection in raw milk samples. 204 fecal samples and 220 pooled quarter and bulk
tank milk samples were analyzed. It was observed contamination in 334 (41%) fecal
samples and in 132 (15%) milk samples. After the faeces samples processing,
colonies with morphological and chemical features similar to MAP were not observed,
and it was found colonies only in HEYM with Mycobactin J from milk samples of an
animal with clinic signals similar to paratuberculosis. A smear was prepared from one
of these colonies and, in optic microscope, BAAR was detected. The 220 milk
samples went through the PCR, with two pairs of primers: ISO00BN1/IS900BN2 e
ISMav2F/ISMav2B2. Using the first one, 8 samples (3.6%), of which two were of
animals with clinical signals similar to the disease, amplified fragments of expected
size (626bp), and using the second pair, 5 samples (2.2%) amplified fragments of
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expected size (494bp). Serum and milk samples of 8 animals that amplified
fragments of expected size using the pair of primers based on the insertion sequence
IS900, were submitted to ELISA. In the serum ELISA, two samples (25%) were
considered positive and one (12,5%), proceeding from the animal with clinical signals
similar to the disease, was considered suspect; while in the milk ELISA, all the
samples were considered negative. The 8 samples were cloned and sequenced. Of
these, 3 (37,5%) were sequenced successfully and the genetic analysis revealed
99% of identities among the sequences obtained in this study and the 1S900
sequence deposited in the Genbank. Through sequential dilution of the plasmid DNA
extracted from the positive control clone, it was evaluated the detection limit of the
PCR for the MAP detection in pooled quarter milk samples. It was found that
minimum detection limit ranged approximately from 140 to 180CFU/mI of milk. This
study reported the first MAP detection in milk samples in Brazil. Using the IS900 PCR
as a diagnosis tool, the estimated rate of paratuberculosis in dairy herds evaluated in
the region of Vigosa - MG was of 3,6%, providing a first survey about the disease in

the region of Vigosa and in Minas Gerais State.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil € o sexto maior pais produtor de leite, com um volume
que corresponde a aproximadamente 4,5% da produ¢do mundial. A regido Sudeste
€ a maior regido produtora, responsavel por 38,4% de toda a produc¢do nacional e
Minas Gerais, contribui com 27,9% da producédo leiteira do pais (Producé&o da
Pecuaria Municipal, 2006). Apesar da alta producéo, a produtividade dos rebanhos
leiteiros no Brasil é baixa, assim como no estado de MG. A cadeia agroindustrial do
leite € importante do ponto de vista econ6mico e social, com geracdo de renda
significativa e empregos em todos os setores.

A paratuberculose, ou Doenca de Johne, é uma enterite infecciosa crénica
causada pelo Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP), que
acomete todos os ruminantes, caracterizada por sindrome de ma absorgcdo e
consequente diarréia e perda de peso. A doenga tem grande importancia econémica
pela reducdo na produtividade dos rebanhos leiteiros, reducdo nos teores de
proteina do leite, descarte prematuro de animais, maior susceptibilidade a outras
doencas e aumento dos custos sanitarios; porém seu impacto econémico ainda nao
foi mensurado no Brasil. A doenga também tem importancia em Saude Publica pela
possibilidade do agente etiolégico estar ligado a Doenga de Crohn em humanos.
Nesse caso, o principal veiculo para a transmissao do microrganismo seria o leite
cru, e possivelmente, o leite em pd e o leite pasteurizado, uma vez que estudos
demonstraram a presenca de MAP viavel.

A enfermidade é bastante estudada em todo o mundo e estima-se que as
perdas econbmicas sejam da ordem de 200 a 250 milhdes de ddlares por ano,
somente nos Estados Unidos. No Brasil, entretanto, existe uma caréncia de estudos
sobre a doenca e sobre os impactos econémicos causados por ela nos rebanhos

brasileiros.



Varios métodos, incluindo cultura, testes imunologicos e lesbes
histopatoldgicas tém sido usados para diagnodstico de animais infectados. A cultura
fecal € o método considerado “padréo-ouro” para o diagnoéstico da doencga,
entretanto, em fungédo da natureza fastidiosa do agente e de seu crescimento muito
lento, o cultivo constitui um procedimento demorado e oneroso. Assim, novos
meétodos para descontaminagao das amostras avaliadas vém sendo propostos e nao
existe uma padronizagcao nesse sentido.

A industria de laticinios brasileira busca novos mercados internacionais e a
qualidade higiénico-sanitaria do leite constitui uma das barreiras comerciais. Num
futuro proximo, a exigéncia de leite livre de MAP sera uma realidade.

Considerando a importancia soécio-econdmica e em Saude Publica, a
escassez de estudos sobre a doenga no Brasil, a falta de uma metodologia
padronizada para o diagnostico da doenga e a importancia da qualidade do leite,
este estudo propds avaliar o limite de detecgao da técnica de Reagdo da Polimerase
em Cadeia (PCR) para deteccdo de MAP em amostras de leite in natura, além de
iniciar um levantamento da doenga nos rebanhos bovinos leiteiros da regiao de

Vigosa, de forma a colaborar na compreensao da epidemiologia da doenca.



2. REVISAO DE LITERATURA

A paratuberculose ou Doenca de Johne é uma doenca infecciosa cronica,
causada pelo Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP)
caracterizada pela presenga de diarréia persistente e perda de peso progressiva
(COCITO et al., 1994).

A primeira observagao do microrganismo causador dessa doencga foi feita em
1895, por Johne e Frothingham, que isolaram uma bactéria alcool-acido resistente
do ileo de animais com uma inflamagdo granulomatosa crénica (STABEL, 1998). A
doencga foi denominada paratuberculose, em funcdo da sua semelhanga com a
tuberculose intestinal. Apesar de a doenga ter sido relatada em 1895, a identificagédo
do agente é atribuida a Twort que, em 1910, cultivou pela primeira vez o
microrganismo em laboratorio (COCITO et al., 1994). A presenca de MAP no leite foi
demonstrada pela primeira vez em vacas infectadas clinicamente, em 1929, por
Alexejeff-Goloff (JAYARAO et al., 2004).

Nos EUA, a paratuberculose bovina € bastante estudada e estima-se que
ocorram perdas econdmicas para a industria leiteira da ordem de 200 a 250 milhdes
de dolares por ano (OTT et al.,, 1999). Essas perdas devem-se a diminui¢do da
producao, redugdo nos teores de proteina do leite, descarte prematuro de animais,
maior susceptibilidade a outras doencas, redugcdo na fertiidade e aumento dos
custos sanitarios (STABEL, 1998; JOHNSON et al.,, 2001; LOSINGER, 2005). No
Brasil, os estudos sobre a doenga ainda s&o iniciais € 0 seu impacto econémico
ainda nao foi mensurado (GOMES et al., 2002).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE), a paratuberculose
pertence a Lista B de enfermidades, que compreende as doengas transmissiveis de
importancia socio-econémica e/ou de importadncia em Saude Publica, cujo controle é

necessario para o comércio internacional de animais e alimentos de origem animal
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(OIE, 2007). A importancia da paratuberculose em Saude Publica deve-se ao seu
possivel potencial zoondtico na Doengca de Crohn em pacientes humanos
(HERMON-TAYLOR, 2001).

MAP é um bacilo pequeno, Gram-positivo, intracelular, alcool-acido resistente,
pertencente a Familia Mycobacteriacea, de crescimento lento, e quando observado
ao microscopio, geralmente apresenta-se em pequenos aglomerados (Figura 1)
(COLLINS, 2003). Como outras micobactérias, possui uma parede celular espessa,
composta principalmente por lipideos (THOREL et al., 1990), o que determina sua
propriedade alcool-acido resistente, hidrofobicidade e alta resisténcia a processos
quimicos, como a cloragdo da agua (WHAN et al.,, 2001) e fisicos, como a
pasteurizacdo (GRANT et al., 1999).

Figura 1. Esfregaco de cultura de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis
(MAP) corado por Ziehl-Neelsen observado ao microscopio 6ptico (1000x).

A morfologia das colénias de MAP depende do meio utilizado para seu
crescimento. Em meio Herrold Egg Yolk Medium (HEYM) elas sdo pequenas,
medem aproximadamente 1 a 2mm, sdo em geral brancas, convexas e lisas,
enquanto em agar Middlebrook, elas tornam-se mais rugosas (COLLINS, 2003).
Mesmo sob condi¢des 6timas, as colénias podem demorar de 3 a 4 meses, ou mais,
para tornarem-se visiveis (COLLINS, 2003). Outras caracteristicas de MAP, que
servem para diferencia-la de outras bactérias, sdo sua dependéncia de Micobactina
J para crescimento in vitro, um composto extraido de células micobacterianas que
auxilia na captacdo de ferro (LAMBRECHT e COLLINS, 1992) e a presenga do
elemento de inser¢ao 1S900, que aparece como 14 a 18 copias dentro do seu
genoma (GREEN et al., 1989).



O genoma completo de MAP (K-10) foi sequenciado em janeiro de 2004 por
pesquisadores da Universidade de Minnesota. Analises mostraram que MAP K-10
possui uma sequéncia circular de 4.829.781 pares de bases, com 69,3% de G + C
(LI et al., 2005). Ao compararem o genoma de MAP e de outras micobactérias, LI et
al. (2005) sugeriram duas hipdteses para o crescimento extremamente lento de
MAP. Na primeira, a presenga de uma sequéncia de inser¢cdo, MAP0028c/IS1311,
muito mais proxima ao oriC em MAP comparado ao M. tuberculosis, seria prejudicial
a replicagdo cromossémica, o que levaria a um maior intervalo de geragdo. A
segunda teoria seria a presenga do gene map0638 com uma taxa de substituigao
mais alta quando comparada ao M. tuberculosis. Esse gene é responsavel pela
regulacédo da sintese de purina e, consequentemente, possui uma fungao na taxa de
sintese protéica e crescimento celular (LI et al., 2005).

A doenga afeta ruminantes domésticos e silvestres em todo o mundo
(NAHMS, 2005). Os dados de prevaléncia nos diversos paises sdo variaveis, de
acordo com a metodologia utilizada; na Europa varia entre 7 e 55%, na Australia, de
9 a 22% (MANNING e COLLINS, 2001) e estima-se que 68,1% das fazendas
leiteiras nos EUA, possuam animais infectados por MAP (NAHMS, 2008).

No Brasil, a primeira notificacdo da doenga, ocorreu no Rio de Janeiro, em um
animal importado (DUPONT, 1915). O segundo caso foi relatado somente em 1956,
novamente em um animal importado (SANTOS e SILVA, 1956). De 1960 até os dias
de hoje, a doenga ja foi relatada no Rio de Janeiro, Santa Catarina, Rio Grande do
Sul e Minas Gerais, em animais nascidos e criados no Brasil (DACORSO FILHO et
al., 1960; SILVA, 1961; PORTUGAL et al., 1979; RAMOS et al., 1986; NAKAJIMA et
al., 1991; POESTER e RAMOS, 1994; DRIEMEIER et al., 1999; GOMES et al.,
2002).

Apesar de as pesquisas sobre a paratuberculose no Brasil terem aumentado
consideravelmente, os estudos publicados na area ainda sdo poucos (GOMES et al.,
2002). Os estudos publicados sobre a prevaléncia da doenga em diferentes estados
sdo fundamentados em diferentes metodologias e ndo se tém dados consistentes
sobre a prevaléncia no pais. Estudos revelaram uma prevaléncia de 37,9% no
estado de S&o Paulo (LARANJA-DA-FONSECA et al., 1999), 30% no estado do Rio
de Janeiro (RISTOW et al., 2007), 60,24% em Goiania (ACYPRESTE et al., 2005),
45,51% no Mato Grosso do Sul (RIVERA, 1996) e 44,6% no Rio Grande do Sul
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(GOMES et al., 2005). Em Minas Gerais, foi relatado somente um caso (NAKAJIMA
et al., 1991) e ndo existem estudos sobre a prevaléncia da doenca.

Sob condigdes naturais, geralmente a transmissdo do microrganismo €
horizontal, pela ingestdo de alimento ou de agua contaminada com MAP. A
transmissao também pode ocorrer por via vertical, por meio da infecgéo intra-uterina,
do colostro de fémeas infectadas ou de sémen contaminado (SWEENEY, 1996).

A enfermidade em geral manifesta-se em bovinos adultos jovens. Apds o
periodo de incubagao, de aproximadamente 2 a 5 anos, ocorre o aparecimento dos
sinais clinicos. Entretanto, os animais infectados eliminam o microrganismo nas
fezes, e em menor quantidade no leite, mesmo antes do aparecimento dos sinais
clinicos, o que contribui para a propagac¢ao da doenca (LARSEN et al.,, 1975). O
confinamento contribui para a infecgdo dos animais e pode ser uma das razdes para
a maior prevaléncia da doenga em rebanhos bovinos de leite quando comparada a
rebanhos de corte (MERKAL et al., 1987). O longo periodo de incubagéo tem grande
importancia no impacto econdmico causado pela doenga, pois, 0s animais
infectados sao inaparentemente responsaveis pela disseminagdo do agente e,
consequentemente, da doenga nos rebanhos (JOHNSON et al., 2001).

O alvo primario de infeccdo de MAP in vivo sédo as células M das placas de
Peyer e as lesbes primarias ocorrem nas paredes do intestino delgado e linfonodos
mesentéricos. A multiplicagdo do microrganismo leva a extensao das lesdes para o
ileo, jejuno, ceco e colon, interferindo no metabolismo intestinal (CHIODINI et al.,
1984). As principais lesbes macroscopicas sdo caracterizadas pelo espessamento
da mucosa intestinal, que apresenta aspecto reticulado, com dobras transversais
bem evidentes (Figura 2) e aumento de tamanho dos linfonodos mesentéricos. Os
principais achados histopatoldgicos consistem em enterite, linfangite e linfadenite
granulomatosas, associados a presenga de bacilos alcool-acido resistentes em
macrofagos (DRIEMEIER et al., 1999).



Figura 2. Mucosa intestinal espessada com dobras transversais evidentes, oriunda
de um animal com sinais clinicos da doenca (Fonte: Driemeier et al., 1999).

Os sinais clinicos tipicos da doenga s&o emagrecimento rapido e progressivo
e diarréia intermitente, que se torna progressivamente mais grave. Os animais
continuam com o apetite normal, mas ndo conseguem absorver efetivamente os
nutrientes. No estadio final, os animais apresentam diarréia crdénica nao tratavel e
vao a Obito em estado caquético (COCITO et al.,, 1994). Durante os primeiros
estadios da paratuberculose, a imunidade caracteriza-se por uma forte resposta
imune mediada por células, e nos ultimos estadios, ha uma resposta imune humoral,
que pode ser observada, menos frequentemente, também antes de aparecerem os
sinais clinicos. As concentragdes de anticorpos tornam-se mais altas com a
progressao da doenga, quando as lesdes tornam-se mais extensas, o que reflete a
quantidade de antigeno presente (COCITO et al., 1994).

O agente causador da paratuberculose ainda nao é classificado como agente
zoonotico, mas tem sido relacionado a Doenga de Crohn em humanos, o que leva a
especulacédo sobre o potencial zoonético do MAP (COLLINS, 1997; FELLER et al.,
2007; BEHR e KAPUR, 2008; WADDELL et al., 2008). A Doenga de Crohn é uma
enterite granulomatosa que acomete o ser humano, muito semelhante a
paratuberculose. Os pacientes infectados apresentam diarréia e perda de peso
cronicas, com lesdes teciduais graves no epitélio intestinal. Pacientes com idades
entre 15 e 30 anos sdo os mais frequentemente reportados (COTTONE et al., 1995).

Varias teorias sobre a possivel etiologia da Doenca de Crohn tém sido
sugeridas ao longo dos anos, incluindo uma variedade de agentes virais e
bacterianos, incluindo MAP, e até mesmo uma origem imunoldgica. Evidéncias

apontam para uma interacdo entre um estimulo ambiental persistente, como um
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antigeno microbiano, e fatores genéticos que regulam a resposta imunoldgica ou a
funcdo da mucosa intestinal (SHANAHAN e O'MAHONY, 2005). Varias pesquisas
buscando uma associagdao entre MAP e Crohn vém sendo realizadas (HERMON-
TAYLOR, 2001; GRANT, 2005; UZOIGWE et al., 2007). Em estudos recentes, MAP
e anticorpos contra o microrganismo ja foram detectados a partir de amostras de
soro e tecidos de pacientes humanos portadores da Doenga de Crohn, por meio de
cultura, pela técnica da Reacado da Polimerase em Cadeia (PCR) e por métodos
soroldgicos (NASER et al., 2000; BULL et al., 2003; OLSEN et al., 2003; NASER et
al., 2004; SECHI et al., 2005). Além dessas evidéncias, pacientes de Crohn ja foram
tratados com sucesso utilizando-se drogas contra MAP (HERMON-TAYLOR, 2002;
BORODY et al.,, 2007). No entanto, ndo é possivel concluir que um unico agente
seja exclusivamente responsavel pela causa da Doenga de Crohn; uma causa
multifatorial € mais provavel (HARRIS e LAMMERDING, 2001).

O veiculo de transmissdo de MAP dos animais para o ser humano seria o leite
contaminado (MANNING e COLLINS, 2001). Estudos recentes investigaram o efeito
da pasteurizacdo sobre o leite contendo grandes concentragées de MAP. Quase
todos relataram sobrevivéncia de MAP apds a pasteurizagdo, embora ndo exista um
consenso sobre que concentracdes de MAP presentes no leite cru seriam inativadas
pelas atuais condicbes de pasteurizagdo (CHIODINI e HERMON-TAYLOR, 1993;
MILLAR et al., 1996; GRANT et al., 2002; AYELE et al., 2005; ELLINGSON et al.,
2005).

Para a implementacdo de um adequado programa de controle da
paratuberculose, € necessaria a identificacdo dos animais infectados, antes que eles
comecem a apresentar os sinais clinicos da doencga, pois antes dessa fase esses
animais ja possuem a capacidade de eliminar uma grande quantidade de MAP para
o ambiente (COCITO et al., 1994). Porém, os métodos diagndsticos disponiveis
atualmente s&o pouco satisfatérios para a detecgao rapida do agente, o que limita o
diagndstico precoce da enfermidade (OIE, 2006; STABEL, 1998).

O diagndstico da doenga pode ser fundamentado na detec¢cdo do agente
etiologico ou na detecgao da resposta imune a esse agente (MANNING e COLLINS,
2001). Varios métodos tém sido utilizados para diagnosticar a doenga: cultura fecal,
testes imunoldgicos e testes histopatolégicos (GOMES et al., 2002; KHARE et al.,
2004; MUNJAL et al., 2007; ROUSSEL et al., 2007).
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O isolamento de MAP por meio da cultura fecal é a técnica considerada
‘padrao-ouro” para o diagnostico da paratuberculose, apesar de possuir baixa
sensibilidade e de necessitar de até 16 semanas para serem observadas as
primeiras colénias (CHIODINI et al., 1984). Em fungao do crescimento lento de MAP,
por esse método € dificil detectar os animais infectados nos estadios iniciais da
doenga (MANNING, 2001). O agente € cultivado em meio especifico e a confirmagéo
das colbnias é feita por meio da sua dependéncia a Micobactina J (FRANCIS et al.,
1953) ou de provas moleculares tendo como alvo a sequéncia de insergédo 1S900,
elemento padrdo que possibilita a identificacdo genética de MAP (STEVENSON e
SHARP, 1997).

Varios testes sorologicos tém sido utilizados para detecgao rapida de animais
infectados: fixagcdo do complemento, imunodifusdo em agar gel e ELISA. Entretanto,
em funcdo da imunidade da doenca, mediada por células nos estadios iniciais, e
humoral nos ultimos estadios, esses testes geralmente apresentam alta
sensibilidade em animais infectados que apresentam sinais clinicos, e baixa
sensibilidade em animais que ndo os apresentam. Assim, sdo mais uteis nos
estadios clinicos da doenca (COLGROVE et al.,, 1989; WHITLOCK et al., 2000;
TRIPATHI et al., 2006). Dentre os testes sorologicos, o ELISA é o mais comumente
utilizado pela sua aceitavel sensibilidade e boa especificidade (OIE, 2006). Apesar
da baixa sensibilidade e especificidade, também ja foram utilizados testes
intradérmicos, onde animais infectados evidenciam uma resposta celular quando em
contato com proteinas de MAP purificadas (LARSEN e KOPECKY, 1965; KOPECKY
e LARSEN, 1975; DE LISLE et al., 1980). Esses testes ndo sdo recomendados, pois
podem ocorrer reagdes cruzadas dessas proteinas com a tuberculina, durante a
tuberculinizagao, teste realizado para o diagndstico da tuberculose, o que pode levar
a resultados falso-positivos (COCITO et al., 1994; COLLINS, 2004).

A detecgao rapida de microrganismos de crescimento lento vem se tornando
possivel por meio do emprego de técnicas de biologia molecular (HAWKEY, 1994).
O descobrimento da sequéncia de insercdo I1S900 no genoma de MAP e o
desenvolvimento da PCR revolucionaram essa area (GREEN et al., 1989;
STEVENSON e SHARP, 1997).

A técnica de PCR é utilizada com sucesso para detectar DNA de MAP em

amostras de leite pasteurizado e leite in natura e € mais sensivel que a cultura fecal.
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Por meio dela é possivel detectar concentragcdes tdo baixas quanto 10UFC/mL de
leite (PILLAI e JAYARAO, 2002). E uma técnica altamente sensivel e especifica para
a deteccdo de MAP, além de rapida, que pode diminuir o tempo de diagndstico de
meses para apenas dois dias. Essa técnica é, ainda, bastante versatil, considerando
que pode ser utilizada em amostras de fezes, tecidos usados para necropsia, leite,
sangue e sémen (CLARKE, 1997). Apesar de todas essas vantagens, a PCR
também possui limitagbes e problemas, como o excesso de DNA né&o especifico; a
presenca de substancias nas amostras, que podem impedir a amplificagdo; a
qualidade da preparacdo do DNA gendémico; a detecgdo de material genémico e n&o
de células viaveis, entre outros (KHARE et al., 2004). Assim, a padronizagdo da
técnica para cada tipo de amostra é fundamental para um diagnéstico confiavel.

Nao ha resultados satisfatérios no tratamento de animais acometidos pelo
MAP, sendo indicado o sacrificio destes (NRCNA, 2003). As vacinas atuais
existentes contra MAP ndo protegem completamente os animais e ha ainda o
problema de reagbes cruzadas. Animais vacinados podem apresentar resultados
positivos no teste da tuberculina, interferindo no Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), esta ultima causada
pelo Mycobacterium bovis. A vacinagdo nao €, portanto, recomendada (COCITO et
al., 1994).

No Brasil, a prevaléncia estimada da paratuberculose € maior do que em
outros paises, sendo necessarios estudos para se subsidiarem medidas de controle
nos rebanhos nacionais, uma vez que, no pais, ndo ha programa sanitario para esta
doenga (GOMES et al., 2002). Como medidas preventivas, podem ser citadas
medidas de manejo geral, como a higiene geral das instalagdes, separagao dos
animais em lotes por idade, identificagdo e descarte dos animais infectados
(COLLINS, 2004; LU et al.,, 2008). E consenso entre os pesquisadores que o
desenvolvimento de um método de diagndstico rapido, de alta sensibilidade e
especificidade para identificar os animais infectados subclinicamente, é essencial
para a formulagdo de programas de controle da paratuberculose (ALVAREZ et al.,
2008; CLARK et al., 2008).

Os objetivos do presente estudo foram isolar MAP a partir de amostras de
fezes e de leite bovinos, detectar DNA de MAP por meio da técnica de PCR em

amostras de leite bovino, agrupar geneticamente as bactérias isoladas, por meio de
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clonagem e sequenciamento dos fragmentos de DNA amplificados e avaliar o limite
de deteccgao da técnica de PCR, para que a mesma possa ser introduzida como um
método de rotina para a detecgao rapida e eficiente de MAP em amostras de leite
bovino in natura, além de fazer um primeiro levantamento sobre a doenga na regiao
de Vigcosa e no estado de Minas Gerais.
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3. MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi realizado no Laboratério de Doengas Bacterianas (LDBAC)
localizado no Departamento de Veterinaria (DVT), e nos Laboratorios de
Microbiologia Industrial (MIND) e de Infectologia Molecular Animal (LIMA),
localizados no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO).
Todos os laboratérios pertencem a Universidade Federal de Vigosa (UFV). O
sequenciamento das amostras foi realizado no Nucleo de Analise de Genoma e
Expressado Génica (NAGE) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e os
testes sorologicos das amostras de leite foram realizados no Laboratério de
Bacteriologia Veterinaria (LABACVET) da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS).

3.1 — Amostragem

A amostragem foi realizada utilizando-se 204 animais de 16 propriedades da
regido de Vigosa. Foram incluidos no estudo animais de propriedades localizadas
proximas a UFV que possuiam tanque de resfriamento de uso Unico da propriedade,
cujos proprietarios consentiram o uso de seus animais para realizagdo da pesquisa.
Com base no numero de animais em lactacdo, os animais foram selecionados
aleatoriamente, em cada propriedade, para compor a amostra (Quadro 1).

Também foram incluidos no estudo um animal cujo proprietario relatou
diarréia e emagrecimento no dia da coleta de amostras na propriedade e um animal
atendido no Hospital Veterinario da UFV que apresentava esses mesmos sinais,

ambos sem causa aparente.
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Localizacao Vacas totais Vacas em Porcentagem Amostra
lactacao amostrada
Araponga 60 50 7,1% 15
Caijuri 65 55 7,9 16
Coimbra 105 90 12,8% 26
Coimbra 35 30 4,3% 9
Coimbra 50 35 5% 10
Coimbra 45 40 5,7% 12
Divinésia 60 50 7,1% 15
Ervalia 60 40 5,7% 12
Ervalia 50 35 5% 10
Paula Candido 22 18 2,6% 5
Paula Candido 45 35 5% 10
Paula Candido 18 15 2,1% 4
Piranga 45 38 5,4% 11
Piranga 100 90 12,8% 26
Sao Miguel 65 55 7,9% 16
Vigosa 33 25 3,6% 7
Total 858 701 100% 204

Quadro 1. Localizacdo das propriedades incluidas no estudo, nimero de vacas
totais e em lactagdo por propriedade e porcentagem e numero de animais
selecionados em cada propriedade para compor a amostra

3.2 — Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de fezes de todos os animais, individualmente, via
retal, utilizando-se luvas para procedimento descartaveis e, posteriormente,
transferidas para frascos com tampa previamente esterilizados e identificados.

Para a coleta de leite individual, os tetos de todos os 204 animais foram
lavados com agua corrente e secos com papel toalha embebido em alcool 70%. Os
trés primeiros jatos de leite foram descartados. Foi coletada uma amostra unica por
animal, resultante da coleta de aproximadamente 10mL de leite de cada teto, em
tubos de polipropileno de 50mL, previamente esterilizados. Da amostra de leite
coletada de cada animal, uma aliquota de 1mL foi separada e estocada a -20°C para
realizacdo do teste soroldgico. De cada propriedade, também foi coletada uma
amostra de 1L de leite do tanque de resfriamento, em erlenmeyer esterilizado

(JAYARAO et al., 2004).
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Dos 8 animais positivos para os testes de PCR, foram coletadas amostras de
sangue da veia coccigea ventral apds assepsia com algoddo embebido em alcool
70%. Uma aliquota de, aproximadamente, 3mL foi coletada de cada animal
utilizando-se sistema de coleta a vacuo, em tubos de vidro siliconizados sem
anticoagulante Vacutainer® (BD, Franklin Lakes, NJ, EUA).

Todas as amostras foram acondicionadas em caixa de isopor resfriada até a
chegada ao LDBAC/DVT/UFV, onde permaneceram resfriadas a 8°C. As amostras
de fezes e de leite foram processadas para isolamento dentro de 24 horas apds a
chegada ao laboratério. As amostras de sangue, ao chegarem ao laboratério, foram
centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e o soro foi transferido para tubos de
polipropileno de 1,5mL. As amostras de soro resultantes foram congeladas e
enviadas para o Laboratério de Bacteriologia Veterinaria (LABACVET) da Faculdade
de Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), onde foi
realizado o ELISA do soro.

Como controle positivo foi utilizado um isolado de campo, gentilmente cedido
pelo LABACVET/UFRGS e como controle negativo foram incubados tubos contendo

meio HEYM sem indculo.
3.3 — Preparo do meio Herrold Egg Yolk Medium (HEYM)

Para o preparo do meio Herrold Egg Yolk Medium (HEYM) com e sem
Micobactina J (Allied Monitor, Inc., Fayette, MO, EUA) seguiu-se a metodologia
proposta no Capitulo 2.2.6 do Manual de Testes Diagnosticos e Vacinas para
Animais Terrestres, da Organizagcdo Mundial de Saude Animal (OIE), com
modificagdes fundamentadas nos protocolos utilizados pelo LABACVET/UFRGS'. A
Micobactina J (Allied Monitor, Inc.) foi adicionada ao meio na concentragdo de
2mg/L. Os reagentes e 0 modo de preparo do meio HEYM estdo no Apéndice I.

Para cada lote de meio HEYM preparado com e sem Micobactina J (Allied
Monitor, Inc.), tubos controle positivo e negativo foram incubados a 37°C, para

verificacdo do sucesso no preparo do meio.

! Informacao pessoal.
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3.4 — Processamento das amostras de fezes

Segundo a metodologia descrita por STABEL (1997), foram pesados 2g de
fezes e colocados em tubos de vidro esterilizados contendo 20mL de agua destilada
autoclavada. Posteriormente, os tubos foram submetidos a agitagdo de 110rpm, por
60 minutos e, em seguida, mantidos em repouso, por 45 minutos, a temperatura
ambiente, para sedimentagao.

Apods a sedimentacao, 5SmL da parte superior do sobrenadante foram retirados
e colocados em tubos de polipropileno de 50mL contendo 20mL de solugdo de
cloreto de hexadecilpiridinio (HPC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 0,9% e
mantidos a temperatura ambiente (20-22°C), durante a noite, para descontaminagao.

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 1700 x g, por 20 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento resultante foi ressuspendido em 1mL de
solugcdo antimicrobiana contendo acido nalidixico (50mg/mL) (Alamar Tecno-
Cientifica Ltda, Diadema, SP, Brasil), cloridrato de vancomicina (50mg/mL)
(Laboratério Teuto Brasileiro S/A, Sao Paulo, SP, Brasil) e anfotericina B
(150mg/mL) (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, Sao Paulo, SP,
Brasil). Desta suspensao, 150uL foram inoculados em quatro tubos de meio HEYM
inclinado, dois deles contendo Micobactina J (Allied Monitor, Inc.) e dois sem o
sideroforo.

O restante da suspenséo foi transferido para tubos de polipropileno de 1,5mL
que foram mantidos a 8°C, por uma semana, para reinoculagdo em caso de

possiveis contaminagdes nos tubos com meio de cultura.
3.5 - Processamento das amostras de leite

Segundo metodologia descrita por PILLAI e JAYARAO (2002), 40mL de leite
foram centrifugados a 1950 x g, por 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e, ao sedimento, foram adicionados 200ul de tampao salina fosfato
(PBS), pH 7,2. Em seguida, a suspensao foi dividida em duas partes: a primeira para
extragcado de DNA e PCR e a segunda para cultivo de MAP.

A primeira parte da suspenséao foi novamente centrifugada a 1950 x g, por 5
minutos. O sedimento foi lavado duas vezes com 1mL de PBS pH 7,2 centrifugando-

se a 1950 x g, por 5 minutos em cada lavagem. Em seguida, o sedimento foi
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ressuspendido em tubos de polipropileno de 1,5mL previamente autoclavados,
contendo 250uL de PBS, pH 7,2 e os tubos foram armazenados a 8°C e reservados
para o teste de PCR.

A segunda parte da suspensdo, foram adicionados 15mL de HPC (Sigma-
Aldrich) 0,9% em tubos de polipropileno de 50mL e deixados por 5h a temperatura
ambiente (20-22°C). Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados a 1800 x g,
por 15 minutos, a temperatura ambiente e, posteriormente, o sobrenadante foi
descartado. O sedimento foi ressuspendido em 1mL de solugdo antimicrobiana
contendo acido nalidixico (50mg/mL) (Alamar Tecno-Cientifica Ltda), cloridrato de
vancomicina (50mg/mL) (Laboratério Teuto Brasileiro S/A) e anfotericina B
(150mg/mL) (Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda). Desta suspensao,
150uL foram inoculados em quatro tubos de meio HEYM inclinado, dois deles com
Micobactina J (Allied Monitor, Inc.), e dois sem o sideréforo. O restante da
suspensao das amostras de leite foi submetido ao mesmo procedimento descrito no
processamento das amostras de fezes.

Também foi testado o protocolo de processamento de amostras de leite
unindo o sedimento com a camada de gordura, resultantes do processo de
centrifugacdo (SINGH e VIHAN, 2004). Apos esta etapa, o procedimento de
descontaminagdo dessas amostras seguiu 0 mesmo protocolo utilizado para as

amostras que nao utilizaram gordura no processamento.
3.6 — Cultivo de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis (MAP)

Apos a descontaminacdo das amostras de fezes e de leite e inoculacdo em
tubos contendo meio HEYM inclinado, os tubos foram incubados a 37°C, por 18
semanas (KALIS et al., 1999) e observacbes de crescimento foram feitas
semanalmente.

Foram preparados esfregagos em laminas a partir das amostras de fezes
apods processamento e a partir das colbnias observadas, oriundas de inoculagao de
amostras de fezes e de leite. As |laminas foram coradas pela técnica de Ziehl-
Neelsen (ZN) para verificagcdo da presenga de bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR), utilizando-se o Conjunto para Coloragdo Ziehl-Neelsen 3 x 500mL
(Newprov, Pinhais, PR, Brasil), segundo manual de instrugdes do fabricante.

Também foram cultivados e realizados esfregagos do controle positivo.
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3.7 — Extracao de DNA e Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR)

Todas as 220 amostras de leite foram submetidas a extracdo de DNA e PCR.

Com a finalidade de obter-se uma amostra controle positivo de leite, foi
inoculada uma alcada de MAP proveniente do meio HEYM controle positivo, em
50mL de leite em p6 Molico® (Nestlé, Sao Paulo, SP, Brasil) reconstituido com agua
destilada autoclavada, conforme instrucbes do fabricante. Esta amostra controle
positivo foi submetida ao mesmo processamento que as amostras de leite obtidas
dos animais. Uma amostra controle negativa também foi obtida repetindo-se o
mesmo procedimento, porém, sem a inoculacdo de MAP.

Para a extracdo de DNA de MAP foi utilizado o kit Wizard ® Genomic DNA
Purification, (Promega, Madison, WI, EUA). A primeira parte das amostras de leite
reservadas para o teste de PCR foram adicionadas as solugdes reagentes presentes
no kit, conforme protocolo recomendado pelo fabricante e o DNA extraido foi
armazenado a 8°C para posterior utilizagdo. Também foi realizada a extracdo de
DNA de MAP por fervura, incubando-se a amostra a 100°C, por 20 minutos, segundo
SAMBROOK et al. (1989).

Para a realizagao dos testes de PCR foi utilizado o kit Go Taqg® Green Master
Mix (Promega), segundo manual de instrugdes do fabricante. Foram realizadas
reacdes de PCR utilizando-se dois conjuntos de oligonucleotideos: BN1 e BN2, com
base na sequéncia de insergao 1S900 (SIVAKUMAR et al., 2005) e F e B2, com base
na sequéncia de insergcdo ISMav2 (SHIN et al., 2004) (Quadro 2). Foram utilizados
12,5uL de Mix; 1uL de cada oligonucleotideo; 6,5uL de agua Milli-Q e 4uL do DNA
extraido na concentracdo de, aproximadamente, 200ng/uL, totalizando 25uL, por
reagcdo. Os programas de PCR recomendados pelos autores e os tamanhos dos
fragmentos esperados sédo apresentados no Quadro 3.

Os fragmentos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1%, (Invitrogen, Washington, DC, EUA) em tampao Tris-Borato-EDTA (TBE)
corado com brometo de etidio (1mg/mL) (Sigma-Aldrich) utilizando-se radiagdo UV
em transiluminador, no Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, EUA).

Agua Milli-Q foi utilizada como controle negativo e o fago ¢X174/Haelll

(Promega) como marcador de peso e tamanho molecular.
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Oligonucleotideo Sequéncia Referéncia
IS900/BN1 * 5-GTTATTAACGACGCCCAGC-3 (SIVAKUMAR et al., 2005)
IS900/BN2 ** 5-ACGATGCTGTGTTGGGCGTTAG-3

ISMav2/F * 5-GTGAGTTGTCCGCATCAGAT-3’ (SHIN et al., 2004)
ISMav2/B2 ** 5-GCATCAAAGAGCACCTCGAC-3

Quadro 2. Sequéncias dos dois conjuntos de oligonucleotideos utilizados para a realizagdo da técnica de PCR
IS — Seqliéncia de Insergao * Oligonucleotideo forward ** Oligonucleotideo reverse.

Referéncia Desnaturacédo inicial ~ N.°ciclos Ciclo Extensédo final Fragmento (pb)
SIVAKUMAR et al., 2005 94°C/4min 30 94°C/Mmin  60°C/1min  72°C/1min 72°C/4min 626
SHIN et al., 2004 94°C/4min 35 94°C/30s 50°C/Mmin  72°C/1min 72°C/7min 494

Quadro 3. Programas de PCR utilizados e tamanhos dos fragmentos amplificados em cada um deles
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3.8 — Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

O ELISA do soro foi realizado no LABACVET/UFRGS, segundo protocolos do
mesmo e o ELISA do leite foi realizado com o kit Milk ELISA Paratuberculosis
Antibodies Screening (Institut POURQUIER, Montpellier, Franga), segundo manual
de instru¢des do fabricante. Para eliminar rea¢des cruzadas, as amostras avaliadas
foram incubadas com Mycobacterium phlei, conforme instrugdes do fabricante.

A leitura das placas foi feita na densidade oOptica de 450nm (DOgss0) € 0s
resultados foram considerados somente se a razdo entre a DOsso do controle
positivo e a DOysp do controle negativo foi maior ou igual a 3, conforme manual de
instrugdes do fabricante. A razdo S/P (amostra/controle positivo) apresentada a
seqguir, constante do manual de instrugdes do fabricante, foi utilizada para a
interpretacéo dos resultados.

S/P = 100 x (valor da DOg4s0 da amostra — valor da DOysg do controle negativo)
(valor da DQg4sp do controle positivo — valor da DOgysp do controle negativo)

Os testes foram realizados em ftriplicata e, para cada amostra, o valor da
DOys utilizado foi o valor da DO4s90 médio obtido das trés reacdes. Valores S/P
iguais ou menores que 30% foram considerados negativos, valores S/P entre 30 e
40% foram considerados suspeitos e valores S/P iguais ou maiores que 40% foram

considerados positivos, também conforme instru¢des do fabricante.
3.9 — Clonagem, seqiienciamento e analise genética

Os fragmentos amplificados pelas reagcdes de PCR e o controle positivo foram
extraidos e purificados do gel de agarose 1% ap0s eletroforese, utilizando-se o kit
Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research, Orange, CA, EUA), segundo
manual de instrugbes do fabricante e, em seguida, clonados em Escherichia coli
DH5a competentes, utilizando-se o kit pGem T-Easy Vector System (Promega), de
acordo com as instrug¢des do fabricante.

A preparagdo das ceélulas competentes, a transformacédo e a selecdo das
células transformadas foram realizadas de acordo com SAMBROOK et al. (1989). As
células foram plaqueadas em agar LB (Luria-Bertani) contendo SulL/mL de ampicilina

(20mg/mL), 40uL de X-gal (40pg/mL) e 10uL de IPTG (100mM), e incubadas a 37°C,
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por 20h. Os clones transformados foram identificados por meio de PCR de colbnia e,
em seguida, foi realizada a extragdo do DNA plasmidial, utilizando-se o kit Wizard®
Plus SV Minipreps DNA purification System (Promega), segundo o manual de
instrucdes do fabricante.

O DNA plasmidial das amostras clonadas foi submetido a ensaios de restrigao
com a enzima EcoRI (Promega) para confirmagcdo do processo de clonagem. Em
cada ensaio de restricdo foram adicionados 3uL do DNA plasmidial extraido, na
concentragdo de aproximadamente 100ng/uL; 0,3ulL da enzima EcoRI; 2uL de
tampao 10x e agua destilada para completar 20uL de reacdo. A reagao foi incubada
a 37°C por 2h e os fragmentos de DNA liberados foram evidenciados por
eletroforese em gel de agarose 1% (Invitrogen), em tampdo TBE, corado com
brometo de etidio (1mg/mL) (Sigma-Aldrich) utilizando-se radiagcdo UV em
transiluminador no Eagle Eye Il (Stratagene). Os tamanhos dos fragmentos foram
comparados utilizando-se o fago ¢X174/Haelll (Promega) como marcador de
tamanho molecular.

Os plasmideos recombinantes foram enviados ao Nucleo de Analise de
Genoma e Expressdo Génica (NAGE) da Universidade Federal de Minas Gerais,
onde foi realizado o sequenciamento das mesmas em sequenciador automatico
MegaBACE 1000 Sequencing System (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ,
EUA), segundo o método descrito por SANGER et al. (1977), utilizando-se o kit
DYEnamic™ ET Dye Terminator Cycle Sequencing (Amersham Biosciences,
Piscataway, NJ, EUA), segundo manual de instru¢des do fabricante. Foram
utilizados os oligonucleotideos M13 forward (5-GGT GTA AAA CGA CGG CCA GT-
3’) e M13 reverse (5'-CAG GAA ACA GCT ATG ACC-3’).

Todos os plasmideos tiveram ambas as fitas sequenciadas e cada um deles
foi sequenciado trés vezes para maior confiabilidade dos dados. As sequéncias
obtidas foram editadas com o auxilio do software DNA MAN e comparadas com
seqUéncias relacionadas no Genbank, utilizando-se o software Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), disponivel no site National Center for Biotechnology

Information - NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov). Alinhamentos multiplos foram

obtidos utilizando-se o software ClustalW (www.ebi.ac.uk/clustal) e a partir dos

mesmos, foram realizados agrupamentos genéticos utilizando-se o software
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) versdgo 4.0 Windows
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(www.megasoftware.net), pelo método UPGMA. As analises estatisticas foram

realizadas por meio de 1000 repeti¢cdes de bootstrap.
3.10 — Limite de deteccao da Reacédo da Polimerase em Cadeia (PCR)

O limite de deteccao da técnica de PCR foi estimado por meio da extragao de
DNA plasmidial do clone do controle positivo com o kit Wizard® Plus SV Minipreps
DNA purification System (Promega), segundo instrugbes do fabricante. A
concentragdo de microrganismos presente na solugdo inicial foi estimada na
densidade 6ptica de 260nm (DOys0) € 0 nimero de microrganismos, por meio da
seguinte formula, segundo o manual QuantiFast™ SYBR® Green PCR Handbook
(Qiagen, Valencia, CA, EUA).

n°. cépias do plasmideo/uL = __concentracédo da suspensdo de DNA em g/ul
tamanho do plasmideo em pb x 660 x 6,022 x 102

A partir da suspensao original de DNA clonado, concentragcbes menores
foram obtidas por meio de diluicbes seriadas. Aliquotas de variadas concentracdes
de DNA clonado foram submetidas a reacdo de PCR em triplicata para maior
confiabilidade dos dados. Apds eletroforese em gel de agarose foi possivel estimar
qual o numero de cépias da sequéncia 1S900 e, consequentemente, o numero de

bacilos presente na amostra detectado na reacédo de PCR.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos dois casos clinicos com sinais semelhantes aos da
paratuberculose foram relatados primeiramente para posterior discussdo com os
demais resultados. Os dois animais estdo sendo monitorados. Todos os resultados

foram agrupados no Apéndice Il para melhor visualizagao.
Caso Clinico |

Em fevereiro de 2007, um bovino apresentando o seguinte histérico clinico,
por aproximadamente dois meses, foi atendido no HOV/DVT/UFV: fémea, com idade
aproximada de 5 anos, apresentando grande diminuicdo na produgao leiteira,
emagrecimento progressivo e manutengdo do apetite. Apds exame clinico
inconclusivo, o animal foi submetido a laparotomia exploratéria e ainda assim,
permaneceu sem um diagnostico preciso. Desse animal, aqui denominado animal 1
(Figura 3), foram coletadas amostras de leite para realizacdo de cultivo, PCR e
ELISA; amostra de fezes para realizagdo de cultivo e amostra de sangue para
realizacao de ELISA.

Apo6s 18 semanas de incubacio, devido a contaminacdo, nado puderam ser
isoladas coldnias com caracteristicas morfo-tinturiais de MAP a partir das amostras
de fezes. Apés 0 mesmo periodo de incubagéao, foram observadas algumas colbnias
oriundas das amostras de leite, nos tubos com Micobactina J (Figura 4A). As
colonias observadas apresentaram algumas caracteristicas morfolégicas descritas
por Collins (2003); entretanto, apesar de serem brancas, convexas e lisas,
apresentaram 4-5mm de didmetro, tamanho maior do que o descrito por Collins

(2003), de 1-2mm. Corados por ZN e observados ao microscopio Optico, os
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microrganismos isolados apresentaram as caracteristicas morfo-tinturiais tipicas de

MAP: aglomerados de bacilos delgados e alcool-acido resistentes (Figura 4B).

Figura 3. Animal 1 atendido pelo HOV/UFV, apresentando mau estado
fisico geral e sinais clinicos caracteristicos de paratuberculose.

s D
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Figura 4. A1, A2, A3) Culturas de amostra de leite em tubos de meio HEYM
com Micobactina J; A4, A5, A6) Culturas de amostra de leite em tubos de meio
HEYM sem Micobactina J; B) Esfregaco de colénia do tubo A3 corado por
Ziehl-Neelsen com aglomerados de bacilos alcool-acido resistentes (1000x).

A amostra de leite desse animal amplificou fragmentos de tamanho
semelhante ao esperado utilizando-se os pares de oligonucleotideos baseados na
sequéncia de insergcao IS900 (Figura 6) e na sequéncia ISMav2. O fragmento
amplificado pela reagcdo de PCR IS900 foi clonado, sequenciado, e as analises
genéticas revelaram uma identidade de 99% com a sequéncia 1S900 de MAP
descrita por GREEN et al. (1989). A amostra de soro foi considerada suspeita e a
amostra de leite foi considerada negativa quando submetidas ao teste de ELISA. Por
trés vezes tentou-se isolar MAP das fezes desse animal, considerando-se que esse
€ o método padrdao-ouro de diagndstico da doenga, mas nas trés vezes, a
contaminagdo das amostras ndo possibilitou que se chegasse as 18 semanas de
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incubacdo. Assim, pode ser que o microrganismo estivesse presente e viavel, mas
isso nao pbéde ser confirmado.

Analisando todos esses dados, esse animal poderia estar infectado por MAP,
mas como a PCR detecta material gendbmico e ndo somente células viaveis e nao se
teve sucesso em cultivar o agente causador da doenga, nao foi possivel obter um

diagndstico definitivo de paratuberculose.
Caso Clinico Il

Durante a coleta de amostras em uma das propriedades incluidas no estudo,
o proprietario relatou o caso de um animal de, aproximadamente, seis anos de
idade, com diarréia, emagrecimento, redugao da produgao leiteira e manutencao do
apetite havia aproximadamente um més, sem causas aparentes, e que também néao
respondia a tratamento. Desse animal, denominado animal 2 (Figura 5), foram
coletadas amostras de leite, fezes e sangue para serem submetidas aos mesmos
testes que as amostras coletadas do animal 1.

Apds 18 semanas de incubagdo, ndo foram observadas coldénias com

caracteristicas morfo-tinturiais de MAP a partir das amostras de fezes ou de leite.

Figura 5. Animal 2, em uma das propriedades incluidas no estudo,
apresentado mau estado fisico geral e sinais clinicos
caracteristicos de paratuberculose.

Nas reacdes de PCR utilizando-se o par de oligonucleotideos BN1/BN2 com
base na seqléncia de insercdo 1S900, a amostra de leite do animal 2 amplificou
fragmento de tamanho semelhante ao esperado (Figura 6). Nos testes de ELISA do

leite e do soro, o animal 2 foi considerado negativo.
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18?2‘)2 semelhante ao esperado,
P de 626pb

872pb

603pb

310pb

281pb

Fragmentos de tamanho

Animal 1 Animal 2

Figura 6. Produtos de PCR, utilizando-se o par de oligonucleotideos BN1/BN2, evidenciados por
eletroforese em gel de agarose 1%. M) Marcador de tamanho molecular: fago $X174/Haelll; 1 e 6)
Controle negativo: Agua Milli-Q; 2 e 4) Controle positivo; 3) Animal 1; 5) Animal 2.

4.1 — Cultivo de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis (MAP)

As 204 amostras de fezes coletadas foram inoculadas em 816 tubos. Desses,
334 (41%) nao foram descontaminados adequadamente. Da mesma maneira, as
220 amostras de leite (204 amostras de leite individual e 16 amostras de leite de
tanque) coletadas foram inoculadas em 880 tubos, dos quais 132 (15%) n&o foram
descontaminados adequadamente. O fato da contaminagao nos tubos com amostras
de fezes ter apresentado maior contaminagao, comparados aos tubos com amostras
de leite pode ser explicado pelo fato de que fezes sdo naturalmente contaminadas,
contendo muitas outras espécies de bactérias e esporos de fungos, os quais seriam
responsaveis pela maior contaminagdo observada. Ainda assim, a contaminagao
observada nas amostras de leite foi bastante alta, o0 que pode ser um forte indicativo
da qualidade do leite avaliado no presente estudo.

Ap6s 18 semanas de incubagédo, foram observadas varias colénias
provenientes das amostras de leite e de fezes, em tubos com e sem Micobactina J.
Os critérios para identificacdo de colonias de MAP geralmente sdo as caracteristicas
morfo-tinturiais, o tempo de crescimento das mesmas e a dependéncia a
Micobactina (COLLINS, 2003). Considerando todos esses critérios, nenhuma das
colénias observadas apresentou caracteristicas tipicas de MAP. Sob a coloragao de
ZN, foram observados BAAR em 174 (85%) dos esfregagos preparados a partir das
amostras de fezes descontaminadas, entretanto, a técnica de ZN nao é especifica
para MAP (SAKULA, 1982). Dessa forma, a presenca desses bacilos ndo comprova
a existéncia de MAP nas amostras analisadas, mas indica a presenga de BAAR nas

mesmas.
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A contaminacao de tubos, principalmente tratando-se das amostras de fezes
(41%), e consequente perda de dados foi um importante problema detectado ao
longo do presente estudo, visto que a cultura fecal € o método padrao-ouro para
diagndstico da paratuberculose. O isolamento de MAP é dificil, principalmente
tratando-se de amostras de fezes (COCITO et al., 1994). Sdo necessarias etapas de
descontaminagao das amostras antes do cultivo, em fungdo da presenca de outros
microrganismos, 0s quais podem interferir no isolamento de MAP, uma vez que esse
microrganismo tem crescimento bastante lento. Varios pesquisadores avaliaram
diferentes metodologias para diminuir a contaminacdo das amostras durante o
periodo de incubacéo e ainda ndo existe um padréao ideal para descontaminacao das
amostras (WHIPPLE et al., 1991; DUNDEE et al., 2001; RISTOW et al., 2006). A
maior dificuldade é encontrar um método que aumente a descontaminagdo sem
comprometer o crescimento de MAP (STABEL, 1997). Foram avaliados alguns
protocolos utilizados na descontaminagdo de amostras (dados ndo mostrados) e um
método ainda esta sendo otimizado pelo laboratério para ser utilizado em novos
estudos.

Assim, o insucesso no isolamento de MAP a partir de amostras de fezes pode
estar associado ao problema de contaminagdo ou a auséncia de MAP e
consequentemente da doenca nos rebanhos testados. Isso, entretanto, esta em
desacordo com os estudos de prevaléncia da doenga no Brasil. Estudos recentes
em varios estados brasileiros estimaram dados de prevaléncia variando de 30 a
60,24% (RIVERA, 1996; LARANJA-DA-FONSECA et al., 1999; ACYPRESTE et al.,
2005; GOMES et al., 2005; RISTOW et al., 2007).

No estado de Minas Gerais, ndo existem estudos sobre a prevaléncia da
doenca, mas foi relatado em 1991, em Juiz de Fora, o caso de uma vaca holandesa,
importada, de cinco anos de idade, adquirida no Parana, que apresentou diarréia
persistente e ndo respondia a tratamento. Durante a necropsia, foram encontradas
lesdes intestinais tipicas da paratuberculose, foram observados BAAR corados por
ZN em exame histopatolégico e foi cultivado BAAR em meio com micobactina,
confirmando a etiologia da doenca (NAKAJIMA et al., 1991).

Apesar de ser considerado padrédo-ouro para o diagnostico da
paratuberculose, o cultivo fecal apresenta baixa sensibilidade na detecgao do agente

(SANFTLEBEN, 1990). Considerando a eliminagcédo intermitente do bacilo como
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caracteristica da enfermidade (COCITO et al., 1994), o numero de bactérias
eliminadas no leite ou nas fezes poderia ser pequeno quando as amostras foram
coletadas, o que também poderia explicar os resultados do presente estudo.
Considerando as amostras de leite coletadas dos tanques das propriedades
estudadas, o isolamento pode nao ter acontecido em fungdo da diluicdo que ocorre
nesse tipo de amostra, uma vez que o leite dos animais possivelmente infectados é
misturado ao leite de todo o rebanho.

Essas possibilidades devem ser consideradas, uma vez que o controle
positivo foi subcultivado no meio HEYM produzido pelo LDBAC e seu crescimento foi
observado somente nos tubos com Micobactina J. Assim, possivelmente o problema
da contaminacdo observado esta no procedimento de descontaminacdo das
amostras, visto que como houve adequado crescimento do controle positivo, apos
18 semanas de incubagao, provavelmente o meio produzido esta funcionando bem
para o isolamento de MAP. Uma padronizacdo dos métodos utilizados para

descontaminagao das amostras esta sendo realizada pelo LDBAC.
4.2 — Extracdo de DNA e Reacéo da Polimerase em Cadeia (PCR)

Todas as amostras de leite foram submetidas a extracdo de DNA para
posterior realizacdo da PCR. Foram realizadas extracbes de DNA comparando-se os
protocolos por kit, por fervura (SAMBROOK et al., 1989) e utilizando-se uma amostra
unindo sedimento e gordura (SINGH e VIHAN, 2004). Maiores concentragdes de
DNA foram obtidas utilizando-se a extracdo por kit e ndo se obteve sucesso no
processo de extracdo a partir das amostras unindo o sedimento e a camada de
gordura. Nao foi possivel purificar, por meio de fervura ou do kit, o DNA extraido a
partir dessas amostras. Ao ser evidenciado por meio de eletroforese em gel de
agarose, as moléculas de DNA ndo puderam ser observadas, provavelmente em
funcdo da grande quantidade de gordura presente nessas amostras. Foram
realizadas também extragdes de DNA das colbénias de MAP da amostra controle.
Nessas amostras, com a extragao por fervura, foram obtidas, aproximadamente, as
mesmas quantidades de DNA obtidas com a extragéo por Kit.

Excluindo-se os animais com sinais clinicos, foram testadas 202 amostras de
leite de vacas aparentemente sadias e 16 amostras de leite de tanque de
propriedades sem relato de paratuberculose. Dentre as 218 amostras, 6 (2,7%)
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foram positivas utilizando-se os oligonucleotideos IS900/BN1 e IS900/BN2 e 3
(1,4%) foram positivas utilizando-se os oligonucleotideos ISMav2/F e ISMav2/B2. Os
dois pares de oligonucleotideos foram utilizados seguindo-se os protocolos descritos
quando os mesmos foram desenhados (SHIN et al., 2004; SIVAKUMAR et al., 2005)
e apresentaram resultados ideais também para as condi¢des avaliadas.

Existem poucos estudos publicados que utilizam a técnica de PCR para
deteccdo de MAP em amostras de leite individual in natura. Na maioria dos estudos,
a técnica é usada em amostras de leite de tanque ou em amostras de leite
pasteurizado (MILLAR et al., 1996; CORTI e STEPHAN, 2002; STABEL et al., 2002;
AYELE et al., 2005). No Brasil, este € o primeiro estudo onde foi detectada a
presenca de MAP em amostras de leite.

GIESE e AHRENS, (2000) utilizaram amostras de leite individual para
detectar MAP em animais com sinais clinicos da doenca e foram amplificados
fragmentos de tamanho esperado em 5 (45%) dos 11 animais testados. Na
Argentina, PAOLICCHI et al., (2003) utilizaram amostras de leite individual para
pesquisar MAP em animais sem sinais clinicos da doenga e nao foram amplificados
fragmentos de tamanho esperado em nenhuma das 24 amostras testadas.
JAYARAO et al. (2004) encontraram fragmentos de tamanho esperado em 201
(13%) de 1493 amostras de leite individual de 29 propriedades, em 16 das quais nao
havia sido relatada a doenca. Os resultados constatados no presente estudo,
portanto, estdo de acordo com os resultados observados em estudos publicados
quando foram analisadas amostras de leite individual de animais de propriedades
sem relato de paratuberculose. Isso sugere que o teste de PCR com base na
sequéncia 1S900 pode ser uma ferramenta valiosa no auxilio do diagnostico da
paratuberculose.

As amplificacbes das amostras avaliadas, com ambos os pares de
oligonucleotideos, podem ser observadas na Figura 7. Do total de amostras, 8
(3,6%) amplificaram fragmentos com o uso dos oligonucleotideos IS900/BN1 e
IS900/BN2 e dessas, 5 (62,5%) amplificaram fragmentos com o uso dos
oligonucleotideos ISMav2/F e ISMav2/B2.
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Fragmentos 1353pb

de tamanho 13;2&2
semelhante 603pb
ao esperado,
de 626pb 310pb
1353pb
Fragmentos 1078pb
de tamanho 872pb
semelhante 603pb
ao esperado, 310pb

de 494pb

Figura 7. Produtos de PCR evidenciados por eletroforese em gel de agarose 1%,
utilizando os pares de oligonucleotideos BN1/BN2 (A) e F/B2 (B). 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7 e 8) Amostras amplificadas; 9) Controle positivo; 10) Controle negativo: agua
Milli-Q; M) Marcador de tamanho molecular: fago $X174/Haelll.

Como foram amplificadas amostras de animais que apresentavam sinais
clinicos semelhantes aos da doenca e de animais clinicamente sadios, pode-se
inferir que o teste de PCR é um importante método de auxilio no diagnéstico de
paratuberculose, ja que possibilita a detecgdo de animais com e sem manifestagbes
clinicas da doenga. Os animais que amplificaram fragmentos de tamanho esperado,
mas nao apresentaram sinais clinicos semelhantes aos da doencga, poderiam estar
infectados nos estadios iniciais da enfermidade, quando ja eliminam o
microrganismo para o ambiente, mas ainda ndo apresentam sinais clinicos.

Dentre as 8 amostras amplificadas nos testes de PCR utilizando-se os
oligonucleotideos IS900/BN1 e IS900/BN2, 7 (87,5%) eram de animais de duas ou
mais crias, portanto, animais adultos, com, aproximadamente, 3 a 5 anos de idade,
enquadrando-se na faixa etaria na qual a paratuberculose manifesta-se com mais
frequéncia.

Estudos tém mostrado que a sequéncia de insercdo IS900 ndo é
completamente especifica de MAP, pois oligonucleotideos que se baseiam nessa
sequéncia amplificaram fragmentos de tamanho semelhante ao esperado em outras
micobactérias que nao MAP (COUSINS et al., 1999; ENGLUND et al., 2002). Assim,
novas sequéncias de insercdo vém sendo pesquisadas para serem utilizadas como
ferramentas moleculares para a detecgdo de MAP (STROMMENGER et al., 2001;
PAUSTIAN et al., 2004). Em funcédo dessa especificidade incompleta da sequéncia
IS900, foram realizados nesse estudo dois testes de PCR, com oligonucleotideos
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com base na sequéncia 1S900 e na sequéncia ISMav2, com o objetivo de confirmar
as reacdes positivas obtidas no primeiro teste.

As duas amostras de leite de animais com sinais clinicos testadas por PCR
amplificaram fragmentos de tamanho semelhante ao esperado, de 626pb, com 0 uso
dos oligonucleotideos IS900/BN1 e IS900/BN2 e de 494pb, com o uso dos
oligonucleotideos ISMav2/F e ISMav2/B2, confirmando a presenga de DNA de MAP
nessas amostras.

Em trés (37,5%) das oito amostras, os resultados obtidos comparando-se os
dois pares de oligonucleotideos foram diferentes. Isso pode ser explicado pela
diferenca de sensibilidade entre as seqléncias de insergéo, pois a sequéncia 1S900
esta presente em aproximadamente 14 a 18 copias (GREEN et al., 1989), enquanto
a sequéncia ISMav2 esta presente em aproximadamente apenas trés cdpias no
genoma de MAP (STROMMENGER et al., 2001), sendo a primeira, portanto, mais
sensivel e a segunda mais especifica para a detecgdo do microrganismo.

Como a concentragdo inicial de microrganismos presentes nas amostras era
desconhecida, pode ser que naquelas onde nado foram amplificados fragmentos de
tamanho esperado utilizando-se o0 segundo par de oligonucleotideos, o
microrganismo estivesse presente em concentragdo menor, ndo sendo assim,
detectado. Portanto, embora novas sequéncias de insercdo venham sendo descritas
como ferramentas alternativas para o diagndstico da paratuberculose, a seqiéncia
IS900 ainda € a mais utilizada sendo as outras utilizadas para confirmacdo de
resultados positivos obtidos com a primeira (STROMMENGER et al., 2001,
PAUSTIAN et al., 2004). A amplificacdo de fragmentos de tamanho semelhante ao
esperado utilizando-se ambos os pares de oligonucleotideos confirmou a presenca
de DNA de MAP em cinco (62,5%) das oito amostras.

Duas (25%) das oito amostras de DNA amplificadas foram degradadas n&o
podendo ser utilizadas em experimentos posteriores. As outras seis amostras foram
clonadas para posterior analise genética.

Sobre as trés amostras ndo confirmadas como MAP com a utilizacdo dos dois
pares de oligonucleotideos, ndo se pode afirmar que ndo contenham MAP, pois
duas delas foram degradadas, e a outra foi clonada, mas houve problemas no seu
sequenciamento. Assim, ndo pode ser descartada a hipotese de que essas amostras

poderiam conter DNA de MAP, embora n&o tenham amplificado fragmentos
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utilizando-se o segundo par de oligonucleotideos. Como descrito anteriormente,
reagcdes de PCR com base na sequéncia ISMav2 sdo menos sensiveis que reagdes
com base na sequéncia I1S900, dado o numero de cépias de cada uma delas
presente no genoma de MAP. A concentragcdo inicial de microrganismos nas
amostras era desconhecida, possibilitando o microrganismo nao ser detectado pelo
segundo par de oligonucleotideos caso estivesse presente em concentragdo menor.

A deteccao de DNA de MAP por PCR e a auséncia de col6nias obtidas a
partir de amostras de fezes pode ser associada ao fato de MAP nao estar presente
em sua forma viavel, mas também pode ser explicada pelo problema de

contaminacao verificado.
4.3 — Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Das 8 amostras testadas pelo teste de ELISA, somente duas eram de animais
com sinais clinicos semelhantes aos da doenga. Das amostras de soro testadas,
duas (25%) foram consideradas positivas, enquanto que das amostras de leite
submetidas ao teste de ELISA, todas foram consideradas negativas.

A paratuberculose é uma infeccdo crdénica com uma resposta imune
prolongada. A resposta imune primaria € mediada por células, onde a produgao de
anticorpos pode acontecer, mas ndao é comum. Como a resposta de anticorpos
depende diretamente do progresso da doenga, a sensibilidade do ELISA é alta em
animais que apresentam a forma clinica da doencga (COLLINS et al., 1993; STABEL,
2000; WHITLOCK et al., 2000), enquanto 63 a 91% dos animais sem sinais clinicos
nao sao detectados por testes sorologicos (EAMENS et al., 2000; MUSKENS et al.,
2003).

Em um teste soroldgico repetido por um periodo de nove meses em animais
sem sinais clinicos de paratuberculose, foi observada a soroconversao em,
aproximadamente, 64% dos animais negativos no primeiro teste (EAMENS et al.,
2000). Assim, a falta de reagdo nao significa que os animais n&do estejam infectados;
eles podem estar infectados, mas ainda ndo desenvolveram uma resposta imune
humoral significativa contra o agente. Os resultados encontrados, portanto, estdo de
acordo com a baixa sensibilidade do ELISA em animais sem sinais clinicos da

doenca.
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Embora uma porgéao significativa das moléculas de IgG presentes no leite seja
derivado do transporte de IgG do soro, a maior parte delas é produzidas por células
da glandula mamaria. Como a infeccdo por MAP inicialmente € localizada no
intestino, a presencga de grandes quantidades de IgG no leite ndo é esperada nos
estadios iniciais da doenga, sem sinais clinicos (LOMBARD et al., 2006). Em func&o
disso, comparando-se os resultados dos testes de ELISA utilizando amostras de
soro e de leite, era esperado que os testes de ELISA do leite apresentassem

resultados diferentes dos testes de ELISA do soro.
4.4 — Clonagem, seqlenciamento e andlise genética

O DNA plasmidial de todos os oito clones foi submetido a ensaio de restricdo
com a enzima EcoRI (Promega) para confirmag&o do processo de clonagem ( Figura
8). Todas as amostras testadas liberaram os fragmentos do tamanho esperado, de

626pb, o que confirma o sucesso do processo de clonagem.

A

1353pb
1078pb
872pb

603pb

310pb

Fragmentos de tamanho
semelhante ao esperado,

de 626pb \ 13530b
1078pb
—— '872pb

603pb
310pb

Figura 8. DNA plasmidial antes (A) e apés (B) o ensaio de restricdo com a
enzima EcoRI. 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) Amostras avaliadas; M) Marcador de
tamanho molecular: fago $X174/Haelll.

Das 7 amostras enviadas ao NAGE/UFMG (6 amostras de animais desse
estudo, dentre as quais os dois casos que apresentavam sinais clinicos e o controle
positivo), somente 4 (57%) foram sequenciadas com sucesso. Todas as amostras
foram enviadas em ftriplicata para que ndo ocorressem problemas e,
consequentemente, houvesse maior confiabilidade dos dados obtidos. Ainda assim,
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houve problemas e trés amostras ndo puderam ser sequenciadas. Elas foram
novamente enviadas para o NAGE/UFMG e serdo posteriormente analisadas. O
controle foi denominado MAP-UFGRS e as 3 amostras oriundas do presente estudo
foram denominadas MAP-UFV/07, MAP-UFV/09 e MAP-UFV/J.

Para determinar se o fragmento de 626pb, amplificado no teste de PCR com
oligonucleotideos com base na sequéncia 1S900, era especifico de MAP, as
sequéncias clonadas e sequenciadas foram comparadas com a descricdo da
sequéncia de insercdo I1IS900 (GREEN et al., 1989) depositada no Genbank sob o
numero de acesso X16293.1 (seta preta). A analise revelou 99% de identidade entre
as sequéncias obtidas nesse estudo e a sequéncia X16293.1, o que permite inferir
que sao realmente amostras de MAP (Tabela 1), embora nenhum animal desse
estudo tenha apresentado um diagndstico definitivo por meio do isolamento e
identificacdo do agente.

Na analise entre as sequéncias desse estudo e sequéncias relacionadas
depositadas no Genbank, verificou-se que a porcentagem de identidade entre as
quatro seqiéncias e as sequéncias de MAP ja depositadas no banco variou de 90 a
100% e entre as quatro sequéncias e as sequéncias de M. avium, foi de 90%
(Tabelas 1 e 2). Entre as quatro sequéncias e uma sequéncia de Mycobacterium sp.
ainda nao identificada, as identidades variaram de 91 a 92% e entre as 4 sequéncias
e uma sequéncia de Streptomyces turgidiscabies a identidade foi de 74% (Tabela 3).

Dentre todas as sequéncias das Tabelas 1, 2 e 3, obtidas por similaridade
com as sequéncias obtidas nesse estudo, 11 foram selecionadas aleatoriamente
para que fosse realizado um alinhamento e posterior agrupamento genético. Parte
do alinhamento genético entre as sequéncias obtidas nesse estudo e as sequéncias
selecionadas pode ser visto na Figura 9.

A partir do alinhamento entre os 626 nucleotideos, foi construido um
agrupamento genético entre as 15 sequéncias alinhadas (Figura 10). Foi encontrado
alto grau de similaridade entre as sequéncias alinhadas. Somente a sequéncia
AF455252.1, depositada no Genbank, apresentou similaridade menor. Como as
sequéncias alinhadas foram sequéncias de MAP, isso ja era esperado, uma vez que
se desejava, com o sequenciamento, provar que os fragmentos obtidos nas reagdes

de PCR realmente eram fragmentos de MAP. A sequéncia AF455252.1 apresentou
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menor grau de similaridade provavelmente por se tratar de uma espécie de
Mycobacterium sp. ainda nao identificada (ENGLUND et al., 2002).

Tabela 1: Comparagbes entre as sequéncias de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis
(MAP) obtidas no presente estudo e seqiéncias de MAP depositadas no Genbank

N°. de acesso MAP-UFRGS MAP-UFV/07 MAP-UFV/09 MAP-UFV/J'

X69575.1 100% 100% 100% 100%
EU232748.1 100% 100% 100% -
EU130943.1 100% 100% 100% -
EU057175.1 100% 100% 100% -
EU057174.1 100% 100% 100% -
EU057173.1 100% 100% 100% -
EU057172.1 100% 100% 100% -
EU057168.1 100% 100% 100% -
EU057167.1 100% 100% 100% -
EU057165.1 100% 100% 100% -
EU057164.1 100% 100% 100% -
EU057156.1 100% 100% 100% -
EU057155.1 100% 100% 100% -
EU057153.1 100% 100% 100% -
EF536056.1 100% 100% 100% -
EF536055.1 100% 100% 100% -
EF536048.1 100% 100% 100% -
EF536046.1 100% 100% 100% -
EF536043.1 100% 100% 100% -
EF536042.1 100% 100% 100% -
EF536041.1 100% 100% 100% -
EF536040.1 100% 100% 100% -
EF536039.1 100% 100% 100% -
EF536038.1 100% 100% 100% -
EF514833.1 100% 100% 100% -
EF514831.1 100% 100% 100% -
EF514829.1 100% 100% 100% -
EF514828.1 100% 100% 100% -
EF514825.1 100% 100% 100% -
EF514824.1 100% 100% 100% -
EF015397.1 100% 100% 100% 99%
AY974347 .1 100% 100% 100% -
AY974345.1 100% 100% 100% -
\ AB052552.1 100% 100% 100% -
X16293.1° 99% 99% 99% 99%
S74401.1 99% 99% 99% 99%
EU092639.1 99% 100% 99% 99%
EF059898.1 99% 100% 99% 99%
AY660658.1 99% 99% 99% 99%

' A seqliéncia MAP-UFV/J obtida no estudo foi de 383pb e, provavelmente, por
isso, nao foi possivel observar identidades entre ela e as seqliiéncias marcadas
com (-).

2 Acesso X16293.1 = Seqliéncia IS900 (GREEN et al., 1989).

CONTINUA
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N°. de acesso  MAP-UFRGS MAP-UFV/07 MAP-UFV/09 MAP-UFV/J

AY660657.1
AJ251437 1
AJ251436.1
AJ251435.1
AJ251434.1
AJ250023.1
AJ250022.1
AJ250021.1
AJ250020.1
AJ250019.1
AJ250018.1
AJ250017 .1
AJ250016.1
AJ250015.1
AJ011838.1
AF416985.1
AF305073.1
AE016958.1
EU057171.1
EU057170.1
EF536058.1
EF536047.1
EU232747 .1
EF514818.1
AY974348.1
AY974346.1
EU714039.1
EU714035.1
EU232756.1
EU232755.1
EU057169.1
EU057166.1
EU057158.1
EU057157.1
EF536044.1
EU057154.1
EU714041.1
EU232753.1
EU232752.1
S74415.1

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
98%
98%
98%
98%
97%
97%
97%
97%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
95%
93%
93%
93%
90%

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
100%
100%
98%
98%
98%
98%
97%
97%
97%
97%
96%
96%
96%
96%
97%
97%
97%
97%
96%
95%
93%
94%
94%
90%

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
98%
98%
98%
98%
97%
97%
97%
97%
96%
96%
96%
96%
97%
97%
97%
97%
96%
95%
93%
94%
94%
90%

99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

' A sequiéncia MAP-UFV/J obtida no estudo foi de 383pb e, provavelmente, por isso,
nao foi possivel observar identidades entre ela e as seqliiéncias marcadas com (-).
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Tabela 2: Comparagbes entre as sequéncias de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis
(MAP) obtidas no presente estudo e seqiiéncias de Mycobacterium avium depositadas no Genbank

N°. de acesso MAP-UFRGS MAP-UFV/07 MAP-UFV/09’

X59272.1 90% 90% 90%
X58030.1 90% 90% 90%
AF527973.1 90% 90% 90%
AF527972.1 90% 90% 90%
AF527971.1 90% 90% 90%
AF527970.1 90% 90% 90%
AF527969.1 90% 90% 90%
AF527968.1 90% 90% 90%
AF527967 .1 90% 90% 90%
AF527966.1 90% 90% 90%
AF527965.1 90% 90% 90%
AF527964.1 90% 90% 90%
AF527963.1 90% 90% 90%
AF527962.1 90% 90% 90%
AF527961.1 90% 90% 90%
AF527960.1 90% 90% 90%
AF527959.1 90% 90% 90%
AF527958.1 90% 90% 90%
AF527957 .1 90% 90% 90%

' A seqliéncia MAP-UFV/J obtida no estudo foi de 383pb e,
provavelmente, por isso, nao foi possivel observar identidades entre
ela e as seqliéncias de Mycobacterium avium.

Tabela 3: Comparagbes entre as sequéncias de Mycobacterium avium subesp. paratuberculosis
(MAP) obtidas no presente estudo e as sequéncias AF455252.1 (Mycobacterium sp.) e AY707080.1
(Streptomyces turgidiscabies) depositadas no Genbank

N°. de acesso MAP-UFRGS MAP-UFV/07 MAP-UFV/09 MAP-UFV/J'

AF455252.1 92% 92% 92% 91%
AY707080.1 74% 74% 74% -
' A seqiiéncia MAP-UFV/J obtida no estudo foi de 383pb e, provavelmente, por isso,

ndo foi possivel observar identidade entre ela e a seqiéncia de Streptomyces
turgidiscabies.
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Figura 9. Parte do alinhamento genético entre os 626 nucleotideos dos fragmentos de DNA seqiienciados e sequéncias ja existentes no Genbank.
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MAP-UFWOT
MAP-UFWIDE
MAP-UFRGS
AF 416085
AJ250015
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AJ250020
AYBB0E58
MAP-UFV
AJ251438
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X623
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AFA45L252
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Figura 10. Agrupamento genético entre as sequéncias de MAP descritas no presente
estudo (MAP-UFRGS; MAP-UFV/07; MAP-UFV/09 e MAP-UFV/J) e seqliéncias
disponiveis no Genbank (AF305073; AF416985; AF455252; AJ250015; AJ250020;
AJ250022; AJ250053; AJ251436; AY660657; AY660658 e X16293). Método: UPGMA,;
Suporte estatistico: 1000 repeticbes de bootstrap.

4.5 — Limite de deteccdo da Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR)

O limite de deteccado da técnica de PCR foi estimado por meio de reacdes
utilizando-se diluicbes seriadas de DNA plasmidial e os oligonucleotideos BN1 e
BN2, com base na sequéncia de insergdo 1S900, segundo os protocolos descritos
por SIVAKUMAR et al. (2005). Foi constatado que a técnica foi capaz de detectar
até o limite de 2 x 10° copias de plasmideos em cada reacdo de PCR (Figura 11).
Considerando que cada célula de MAP possui entre 14 a 18 cépias da sequéncia
IS900, (GREEN et al., 1989) e que em cada reagdo foram utilizados 4uL de DNA
extraido de 20mL de leite, ressuspendido em 100uL; o limite minimo de detecg¢ao da
técnica validada pelo LDBAC foi de, aproximadamente, 140 a 180UFC/mL de leite.
O limite encontrado foi semelhante aos descritos por PILLAI e JAYARAO (2002) de
10 a 100UFC/mL e por MILLAR et al. (1996), de 200 a 300UFC/mL de leite. Em
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contraste com esses estudos, GIESE e AHRENS (2000) relataram um limite de
deteccao de 1000UFC/mL de leite. Nesse ultimo estudo, os proprios pesquisadores
consideraram o limite alto e propuseram que a baixa sensibilidade encontrada
poderia ter sido causada por uma extracdo de DNA deficiente ou ao pequeno

volume de leite (200uL) usado no procedimento.

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 M

Fragmentos 1353pb

de tamanho 1078pb
Ihant 872pb

semelhante 603pb

ao esperado,

de 626pb 310pb

Figura 11. Diluicbes de DNA plasmidial nas seguintes concentragdes: 1) 2 x 108
copias; 2) 2 x 10" copias; 3) 2 x 10° copias; 4) 2 x 10° copias; 5) 2 x 10* copias; 6) 2 x
10° copias; 7) 2 x 10? copias; 8) 20 copias; 9) 2 copias; 10) Controle positivo; 11)
Controle negativo: agua Milli-Q; M) Marcador de tamanho molecular: fago
0X174/Haelll

Nenhum dos estudos citados utilizou os mesmos conjuntos de
oligonucleotideos desse estudo. Resultados divergentes também podem ser
explicados pelas diferengas nas condi¢des utilizadas para a realizagao da técnica de
PCR.

As amostras de leite de tanque analisadas foram negativas para todos os
testes aos quais foram submetidas. Esse resultado provavelmente deve-se a
diluicdo que ocorre nos tanques das propriedades, quando o leite dos animais
possivelmente infectados € misturado ao leite de todos os animais do rebanho. Isso
reduz a concentracdo do agente causador nesse tipo de amostra, sendo bastante
dificil detectar MAP por esse método, em rebanhos sem histérico clinico da doencga
(STABEL et al., 2002). O limite de deteccdo estimado pelo presente estudo foi de
140 a 180UFC/mL de leite e MAP provavelmente estaria presente em amostras de
leite de tanque em numeros bem menores.

Assim, constatou-se que o limite de detecgdo da técnica para as condigdes
avaliadas, apresentou resultados semelhantes aos encontrados por grupos de
pesquisa ja consolidados, o que permite inferir que a PCR é uma valiosa ferramenta
no diagndstico da paratuberculose bovina, aliada a cultura fecal, método padrao-

ouro de diagndstico.
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4.6 — Levantamento sobre a paratuberculose naregido de Vigcosa - MG

Embora a paratuberculose exista no Brasil, a prevaléncia de MAP nos
rebanhos bovinos leiteiros brasileiros como um todo ainda é desconhecida. No Mato
Grosso do Sul, RIVERA (1996) estimou uma prevaléncia de 45,51% dentre 639
amostras testadas; em Sdo Paulo, LARANJA-DA-FONSECA et al. (1999) estimaram
uma prevaléncia de 37,9% dentre 40 animais testados; ACYPRESTE et al. (2005)
estimaram uma prevaléncia de 60,24% dentre os 166 animais testados em Goiania;
no Rio Grande do Sul, GOMES et al. (2005) estimaram uma prevaléncia de 44,6%
dentre 1316 amostras; e no estado do Rio de Janeiro, RISTOW et al. (2007)
estimaram uma prevaléncia de 30% em 140 animais testados. Em Minas Gerais n&o
existem estudos de prevaléncia sobre a paratuberculose, embora a doencga ja tenha
sido relatada (NAKAJIMA et al., 1991).

Utilizando-se PCR IS900 em amostras de leite individual in natura com uma
amostragem de 204 animais e com o limite de detec¢ao de 140 a 180UFC/mL de
leite, encontrado no presente estudo, estimou-se que a ocorréncia da doencga nos
rebanhos testados seja de 3,6%. Este é o primeiro estudo, no Brasil, onde foi
detectada a presenga de MAP em amostras de leite.

Os resultados constatados no presente estudo encontram-se abaixo da
prevaléncia estimada em outros estados do pais. Todos os estudos citados acima
utilizaram a técnica de ELISA para estimativa da ocorréncia da enfermidade; e como
foram usadas metodologias diferentes, os resultados devem ser interpretados com
cautela. E razoavel considerar os resultados de prevaléncia obtidos nesse estudo
como um primeiro levantamento sobre a doenga no estado de Minas Gerais.

Em fungcdo da importancia sécio-econdmica e em Saude Publica da
paratuberculose, espera-se que os resultados obtidos nesse estudo contribuam para
que a técnica de PCR possa ser utilizada no diagnostico rapido e eficiente de MAP
em amostras de leite bovino in natura; considerando que a detecgao precoce de
MAP ¢é importante para a implementagdo de um programa de controle da doenga no

pais.
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5. CONCLUSOES

v" MAP néao foi isolado a partir das amostras de fezes testadas e foi isolado a
partir de uma amostra de leite de um animal com sinais clinicos semelhantes aos da
paratuberculose, permitindo inferir que ndo havia MAP nas amostras testadas ou o
problema de contaminagao observado interferiu nos resultados do presente estudo.

v" Anticorpos contra MAP foram detectados em duas amostras de soro e néo
foram detectados em nenhuma nas amostras de leite testadas, a partir do que se
conclui que MAP poderia estar presente nas amostras positivas.

v Em cinco amostras de leite, os fragmentos amplificados pela PCR ISMav2
confirmaram os resultados obtidos pela PCR 1S900, podendo-se inferir que DNA de
MAP estava realmente presente nessas amostras, produzindo a primeira deteccao
de MAP em amostras de leite no Brasil.

v Tendo sido encontradas identidades de 99% entre as seqléncias
amplificadas, clonadas e sequenciadas e a sequéncia IS900, conclui-se que essas
sequéncias sao verdadeiramente de DNA de MAP.

v O limite de detecgao da técnica de PCR encontrado no presente estudo foi de
140 a 180UFC/mL de leite, confirmando que a PCR do leite € uma ferramenta
valiosa no auxilio do diagndstico da paratuberculose.

v" A partir de amostra de leite de um animal que apresentava sinais clinicos
semelhantes aos da doenga, foram constatados BAAR oriundos de uma colbnia
observada apos processamento e foi amplificado fragmento de tamanho esperado
na PCR, indicando que o animal estava infectado por MAP, embora o diagnéstico
seja definitivo somente apods cultura fecal positiva.

v" A ocorréncia estimada da paratuberculose na regiao de Vigosa, por meio de
PCR, utilizando-se os oligonucleotideos IS900/BN1 e IS900/BN2, foi de 3,6%,
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fornecendo um primeiro levantamento sobre a doencga na regido de Vigosa e no
estado de Minas Gerais.

v' O tamanho da amostragem utilizada no estudo nao é suficiente para que se

tenham dados sobre a prevaléncia da doenga na regido de Vigosa e no estado de
Minas Gerais.
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Apéndice | — Preparo do meio Herrold Egg Yolk Medium (HEYM)

O Quadro 4 mostra os reagentes necessarios para o preparo de 1L de meio
HEYM. Os seis primeiros reagentes foram pesados e dissolvidos por aquecimento
em 500ml agua destilada. O pH foi ajustado para 6,9 a 7,0 com NaOH 4% e esta
solugdo foi autoclavada a 121°C por 25 minutos. Em seguida, a solugao foi resfriada
a 56°C e, assepticamente, foram acrescentados a Micobactina J (Allied Monitor, Inc.)
dissolvida em etanol, as gemas de ovos, a solugcdo de verde malaquita, os
antimicrobianos e o restante da agua destilada.

O meio HEYM recém preparado foi homogeneizado e distribuido em tubos de
ensaio. Os tubos foram mantidos inclinados até a solidificagdo do meio e em seguida
armazenados a 8°C por no maximo 30 dias.

Para o preparo do meio HEYM sem Micobactina J (Allied Monitor, Inc.) foi

utilizado o mesmo procedimento, porém a mesma nao foi acrescida no meio.

Reagente Quantidade
Peptona 9,0 g
Cloreto de Sédio 45 g
Extrato de Carne 2,7 g
Glicerol 27,0 mL

Piruvato de Sadio 41
Agar bacteriologico 15,3

Agua destilada 870 mL
Micobactina J 2 mL
Etanol P.A. 4 mL
Gemas de ovos ? 120 mL
Verde malaquita 5,1 mL
Vancomicina 20 mg
Acido nalidixico 20 mg
Anfotericina B 150 mg

Quadro 4. Reagentes utilizados na preparagao de cada litro de meio HEYM

% Os ovos utilizados devem ser frescos, com no maximo dois dias de postura, originados de galinhas
que nao tenham ingerido alimentos contendo antimicrobianos, visando a nao utilizagdo de ovos que
contenham essas substancias. Eles devem ser lavados e imersos em alcool 70% por 30 minutos
antes da utilizagcdo. Em seguida, devem ser secos com gaze estéril e quebrados assepticamente. A
clara deve ser removida por completo e em seguida deve ser feita a remogédo da membrana da gema.
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Apéndice Il — Agrupamento dos resultados obtidos no presente estudo

Animal 1 2 3 4 5 6 7 8  Controle +

Teste

Idade aproximada 3crias b5crias Scrias 2crias 2crias 4crias 1crias 4 crias -
Presenca de sinais clinicos Sim Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao -
PCR 1S900 + + + + + + + + +
PCR ISMav2 + + + - - - + + +
Clonagem + + + - - + + + +
Sequenciamento + + + - - - - - +
ELISA soro ? = + - + - - - —
ELISA leite - - - - - - - -
Cultivo fezes = 5 - - - - - - +
Cultivo leite + - - - - - - . +
BAAR 5 - 5

Quadro 5. Agrupamento dos resultados obtidos no presente estudo, para melhor visualizagao
--- = néo se aplica; ? = suspeito
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