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REFLEXOES

“Ando devagar
Porque ja tive pressa
E levo esse sorriso
Porque ja chorei demais

Hoje me sinto mais forte
Mais feliz, quem sabe
S0 levo a certeza
De que muito pouco sei
Ou nada sei

(Refréo)

Conhecer as manhas
E as manhds

O sabor das massas
E das macas

E preciso amor

Pra poder pulsar
E preciso paz pra poder sorrir
E preciso a chuva para florir

Penso que cumprir a vida
Seja simplesmente
Compreender a marcha
E ir tocando em frente

Como um velho boiadeiro
Levando a boiada
Eu vou tocando os dias
Pela longa estrada, eu vou
Estrada eu sou

(Refréo)

Todo mundo ama um dia
Todo mundo chora
Um dia a gente chega
E no outro vai embora

Cada um de n6s compde a sua historia
Cada ser em si
Carrega 0 dom de ser capaz
E ser feliz

(Refréo)

Ando devagar
Porque ja tive pressa
E levo esse sorriso
Porque ja chorei demais

Cada um de n6s compde a sua histdria
Cada ser em si
Carrega o0 dom de ser capaz
E ser feliz.”

Tocando em Frente — Amir Sater / Renato Teixeira
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RESUMO

Objetivou-se com este estudo detectar a regido 1S900 do MAP em amostras de leite
bovino utilizando-se as técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(gPCR) e a PCR convencional, e realizar um estudo de concordancia entre os testes
utilizados. Foram coletadas 121 amostras de leite bovino de propriedades consideradas
foco para 0 MAP pertencentes a microrregido de Garanhuns, Pernambuco, Brasil. Das
121 amostras de leite analisadas foi possivel detectar o DNA do MAP em 20 (16,52%)
amostras na PCR convencional e em 34 (28,09%) na g°PCR. O DNA do agente foi
detectado em todas as seis propriedades estudadas, variando de 10,00% a 23,81% na
PCR convencional e de 10,00% a 36,84% na qPCR. A concordéncia entre a gPCR e
PCR foi moderada (Kappa =0,53; y2 = 38,08; p<0,000) e a sensibilidade e
especificidade da PCR convencional com relacdo a qPCR foi de 50% e 96,6%,
respectivamente. Conclui-se que o0 DNA da regido 1S900 do MAP esta presente no leite
bovino na regido estudada e que a qPCR € uma técnica sensivel e rapida para deteccdo
desse agente em amostras de leite.



ABSTRACT

The aim of the present study was to detect the 1S900 region of MAP in bovine milk
samples using the Real Time Polymerase Chain Reaction (qQPCR) and conventional
PCR, as well as to study the agreement between the tests used. In total, 121 bovine milk
samples were collected from properties considered as a focus of MAP in the micro-
region of Garanhuns, Pernambuco, Brazil. Of the 121 milk samples analyzed, it was
possible to detect the DNA of MAP in 20 samples (16.52%) using conventional PCR
and in 34 samples (28.09%) using gPCR. The DNA of the agent was detected on all of
the six properties studied, ranging from 10.00% to 23.81% in the conventional PCR and
from 10.00% to 36.84% in the gPCR. The agreement between gPCR and conventional
PCR was moderate (Kappa =0.53; %2 = 38.08; p<0.000). The sensitivity and specificity
of conventional PCR in relation to gPCR was 50% and 96.6%, respectively. Based on
these results, it was possible to conclude that the 1S900 region of MAP is present in
bovine milk in the micro-region of Garanhuns, Pernambuco. It was also possible to
conclude that the qPCR technique used in the present study was more sensitive than

conventional PCR in terms of detecting these bacteria in milk samples.



1 - QUALIFICACAO DO PROBLEMA

O Brasil possui 0 segundo maior rebanho bovino do mundo, suplantado apenas
pela india. Entre 1990 e 2007, a producdo de carne bovina dobrou, passando de 4,1
para, aproximadamente, nove milhdes de toneladas, com ritmo de crescimento bem
superior ao de sua populagdo e consumo. Esta combinagdo de fatores permitiu que o
Brasil se tornasse o maior exportador mundial, ultrapassando a Australia, a partir de
2004 (SCHLESINGER, 2009).

Estima-se que o estado de Pernambuco possui, aproximadamente, 1.895.642
cabecas de gado bovino; desse total, cerca de 286.216 cabecas pertencem a
Microrregido de Garanhuns. Estima-se que a producéo de leite no Estado € de 609.056
litros de leite por dia. Dessa producdo total, a microrregido € responsavel por 84.238
litros de leite produzido diariamente (IBGE, 2012).

Entretanto, apesar de ser uma atividade antiga, diversos problemas relacionados
ao manejo prejudicam a criagdo desses animais, causando grandes prejuizos econémicos
aos produtores. Dentre esses problemas o0s principais sdo: as doencas
infectocontagiosas, distarbios reprodutivos e manejo nutricional inadequado (VALLE,
2011).

A paratuberculose ¢ uma das importantes enfermidades infectocontagiosas que
acomete a espécie bovina. E conhecida também como Doenca de Johne, cujo agente
etioldgico é o Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis. Esta doenga causa
uma diarreia crbnica e intermitente nessa espécie, leva o animal a uma perda
progressiva de peso, diminuicdo na producdo do leite e, posteriormente, a morte.
(DRIEMEIER et al., 1999; MANNING; COLLINS, 2001; MOTA et al., 2007).

Propriedades com animais positivos para a doenca de Johne passam por perdas
econdmicas provocadas pela queda da producdo de leite e pelo aumento de gastos com
animais de reposi¢do. Em um estudo realizado nos Estados Unidos, foram avaliadas as
perdas econdmicas relacionadas a paratuberculose, constatando-se que rebanhos
positivos apresentaram prejuizos de quase US$ 100,00 por vaca quando comparado com
rebanhos negativos. Em rebanhos que tiveram 10% de animais abatidos, por
apresentarem sinais clinicos, observou-se um prejuizos superior a US$ 200,00 por
animal (OTT et al., 1999). Um decréscimo na producdo de leite de até 19,5% foi

verificado, em um periodo de dois anos, em animais que apresentaram a manifestacao
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clinica da doenca. Em animais assintomaticos, esse decréscimo na producao de leiteira
chegou até a 16% (BENEDICTUS, 1987; OTT et al., 1999).

No Brasil, a paratuberculose esté presente em varios estados (FONSECA et al.,
2000; CUNHA et al., 2003; CARVALHO et al., 2008; COSTA et al.; 2010), inclusive
no Estado de Pernambuco em que foi relatada a ocorréncia da paratuberculose em um
rebanho bovino leiteiro, em sua forma clinica e subclinica. Os autores ressaltaram a
necessidade de ampliar os estudos sobre essa doenca na regido, para estimar a extensao
do problema e auxiliar, assim, na implantacdo de medidas sanitarias de controle, a fim
de evitar a disseminacdo do agente responsavel por esta enfermidade (MOTA et al.,
2007).

A hipébtese de que o MAP pode estar envolvido com uma doenca inflamatoria
intestinal humana, a doenca de Crohn, ja foi levantada ha um século e permanece até os
dias atuais (DALZIEL, 1913; WAGNER et al., 2013).

Diante do exposto, pesquisas voltadas para a deteccdo Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis no leite, proveniente da microrregido de Garanhuns, séo

importantes para fins epidemiolégicos e de saude publica.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Etiologia

Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP) é um bacilo, gram-
positivo, de crescimento lento, pertencente a familia Mycobacteriaceae. Esse
microorganismo é um patdgeno intracelular e possui uma parede rica em lipideos que é
uma caracteristica dessa familia, sendo o agente responsavel pela Doenca de Johne ou
Paratuberculose (HARRIS; BARLETTA, 2001; MANNING; COLLINS, 2001).

Estudos realizados por Lovell et al. (1944) indicam que o0 MAP, mantido ao ar
livre, em fezes, pode sobreviver entre 152 e 246 dias, dependendo das condicdes e que,
aparentemente, os solos secos diminuem o periodo de vida desse microorganismo. Os
autores concluiram que, considerando a longevidade do MAP, pastos podem ser
considerados como fontes de infeccdo por pelo menos um ano. Ainda com relacdo a
sobrevivéncia do MAP em solos, os fatores que podem encurtar o tempo de
sobrevivéncia deste agente sdo: exposicdo a luz solar, pH acima de 7,0 e baixo teor de
ferro (LARSEN et al., 1956; JOHNSON-IFEARULUNDU; KANEENE, 1990).

As micobactérias, notoriamente, sao resistentes a fatores quimicos e fisicos. O
MAP encontra-se entre uma das espécies mais resistentes desse género e isso explica a
habilidade que esse microorganismo tem de persistir no meio ambiente. Uma
caracteristica essencial na epidemiologia dessa enfermidade é que sua resisténcia ao
cloro pode aumentar a sua capacidade de contaminar e sobreviver em sistemas de agua
(MANNING; COLLINS, 2001; WHAN et al., 2001). Recentemente, foi relatado que o
MAP possui a capacidade de esporular, obtendo assim, maior resisténcia a fatores
fisicos quimicos que possam destrui-los, entretanto, os autores afirmam que ainda nao
se conhece claramente o mecanismo pelo qual as micobactérias manifestam esse estado
(LAMONT et al., 2012).

Uma nova era nas pesquisas sobre a paratuberculose foi anunciada com a
descoberta de um elemento genético exclusivo para M. paratuberculosis. Esta sequéncia
de nucleotideos no DNA cromossomico foi descoberto, simultaneamente, em dois
laboratorios, sendo denominado de elemento de insercdo "1S900", presente no MAP de
15 a 18 copias. Este foi o primeiro elemento de insercdo relatada em micobactérias
(COLLINS et al.,, 1989; GREEN et al., 1989). Outra sequéncia, utilizada para o
diagnostico da doenca de Johne, é a F57, uma sequéncia unica e especifica para 0 MAP
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que possui 620 pares de base (POUPART et al., 1993). A ISMav2 é considerado um
elemento de insercdo que pode ser encontrada no MAP e ndo possui nenhuma
similaridade a elementos pertencentes a outras micobactérias, essa regido foi
considerada como wuma Otima ferramenta para o diagnostico do MAP
(STROMMENGER et al., 2001).

2.2 - Epidemiologia

O MAP pode causar enfermidades em vérias espécies de animais, acometendo,
principalmente, 0s ruminantes e outras espécies como, por exemplo, monogastricos
(suinos e cdes) e primatas (MCCLURE et al., 1987; MORAVKOYA et al. 2007;
GLANEMANN et al. 2008).

Tanto a infeccdo subclinica do MAP, quanto os casos clinicos da
paratuberculose, foram relatados em todos os continentes que tém populacdes de
ruminantes em qualquer sistema de criacdo (BEHR; COLLINS, 2010).

O primeiro relato da paratuberculose no Brasil, aconteceu no Rio de Janeiro,
em 1915, sendo realizado pelo professor Otavio Dupont (DUPONT, 1915) em bovinos
que foram importados da Bélgica e, até o ano de 1999, foram relatados mais casos de
paratuberculose no territério brasileiro: Rio de Janeiro (SANTOS; SILVA, 1956), Rio
Grande do Sul (RAMOS et al. 1986; DRIEMEIER et al. 1999), Minas Gerais
(NAKAIJIMA et al., 1991), Santa Catarina (PORTUGAL et al., 1979) e Mato Grosso de
Sul (BRAUTINGAM et al., 1996).

A partir do ano 2000, vérios casos de paratuberculose em bovinos foram
diagnosticados por diferentes técnicas laboratoriais, como pode ser observado na tabela
1.
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Tabela 1: Relatos de casos de paratuberculose em bovinos no territorio brasileiro a
partir do ano 2000.

Porcentagem de

Autores Ano Estado

Meétodo de Diagnéstico

positivos
Fonseca et al. 2000 Sé&o Paulo ELISA 37,9%
Ferreira et al. 2001 Riode ELISA 18%
Janeiro
Gomes et al. 2002 Rio Grande ELISA 39,8%
do Sul IDGA 11,4%
Cunha et al. 2003 Goias Exames clinicos e Relato de caso
anatomo-histopatolégicos
Silva 2005 Para ELISA 35,4%
Acypreste et al. 2005  Goias ELISA 60,24%
Mota et al. 2007  Pernambuco ELISA 32,3%
Isolamento do MAP 50%
presente nas fezes
Carvalho 2008 Minas Gerais Isolamento Ocorréncia estimada
ELISA de 3,6%
PCR 1S900
PCR ISMav2
Sequenciamento
Mota et al. 2009 Paraiba Exames clinicos e 1,25%
anatomo-histopatoldgicos
e isolamento em HEYM
Costa et al. 2010 Espirito Santo  ELISA (11,4% de 11,4%
amostras positivas)
Yamasaki et al. 2010 Riode ELISA 40%
Janeiro Isolamento 7%
PCR 1S900 33%
Anéatomo-histopatolégicos
Medeiros et al. 2012  Paraiba ELISA (Propriedades com  70,6%
historico)
E.LI,SA (Propriedades sem 10,08%
historico)
Saetal. 2013  Pernambuco ELISA 2,7%
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A transmissdo do agente da paratuberculose pode ocorrer por varias formas: a
ingestdo de alimentos e 4gua contaminados por fezes com o MAP; pela amamentagdo
(via tetos contaminados e/ou eliminacdo direta do microorganismo por meio do leite ou
colostro). Vacas infectadas e, provavelmente outras espécies, podem eliminar o MAP
diretamente no leite até os estagios finais da infeccdo (STREETER et al., 1995;
SWEENEY et al, 1992; MANNING; COLLINS, 2001).

Ja foi constatada a transmissdo do agente, da mée para o feto. Foi afirmado,
ainda, que essa transmisséo pode ocorrer nos estagios finais da doenca e, talvez, mesmo
em fases pré-clinicas de infeccdo (WHITTINGTON; WINDSOR, 2009). A presenca do
MAP foi relatada em amostras de sémen e sangue de bovinos naturalmente infectados
(MUNSTER et al., 2013).

O MAP é um patdgeno obrigatorio de animais e o Unico lugar que ele pode se
multiplicar, na natureza, é quando estd em um hospedeiro suscetivel. No ambiente, o
MAP, quando é eliminado atraves das fezes ou leite, por exemplo, pode sobreviver por
longos periodos de tempo no solo e na &gua, mas é incapaz de multiplicar-se fora do
hospedeiro. Consequentemente, a principal fonte de infeccdo do MAP é o proprio
animal infectado (COLLINS, 2003).

Através da inoculacdo experimental, foi revelado que os animais mais jovens
(1,6 a 3 anos) apresentaram uma frequéncia mais elevada da infeccdo, quando
comparados com animais mais velhos (acima de 8 anos). Ainda, nesse estudo, foi
possivel observar uma maior elimina¢do do microorganismo, nas fezes, pelos animais
que estavam em idade reprodutiva (HASONOVA et al.; 2009). Os animais mais jovens
necessitam de uma carga infecciosa menor quando comparados aos animais mais
velhos. Animais adultos sdo mais resistentes a infec¢do, mas se tornam suscetiveis, caso
haja uma elevada contaminacdo ambiental (MCKENNA et al., 2006). Leite de vaca cru
tem sido foco de vigilancia, porque é reconhecido como um fator importante na
transmissdo do MAP de vaca para bezerro. Resultados de um estudo demonstraram que
a fonte de leite e colostro podem ser fatores de risco para a infeccdo pelo MAP
(NIELSEN et al., 2008).

CondicOes predisponentes para a infeccdo pelo MAP incluem a falta de
higiene, que expde 0s bezerros as fezes de animais mais velhos, ao leite contaminado e,

também, a uma alimentacdo inadequada, além da baixa condicdo corporal. Em bovinos,
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a idade do animal o qual é exposto ao MAP, a resisténcia da raca, susceptibilidade
genética e outras doencas tém sido apontados como fatores de risco para o
desenvolvimento da paratuberculose (RADOSTITS et al., 2007).

A ocorréncia do MAP ainda tem sido relatado em varios produtos e
subprodutos de origem animal, demonstrando, assim, que este patdgeno encontra-se
presente em alimentos fornecidos a populacdo. Exemplo disso foi uma pesquisa
realizada na Suica, onde, de um total de 1384 tanques de leite, foram detectados, em
273 (19,7%) tanques, o elemento de insercdo 1S900, correspondente ao MAP, pela
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (CORTI; STEPHAN, 2002). Em outro estudo,
realizado em Chipre, foi coletado um total de 220 amostras de leite em tanques; dessas,
foram detectadas 63 (28,6%) de amostras positivas, usando a técnica de PCR em Tempo
Real, para a IS900 e F57 (SLANA et al., 2009).

J& foi constatada a presenca do MAP em subprodutos do leite como, por
exemplo, amostras de queijos provenientes da Grécia e da Republica Checa. De 84
amostras, 26 (30,9%) foram positivas na PCR e 3 (3,6%) foram isoladas em cultivo
(IKONOMOPOULOS et al., 2005). Além disso, 0 MAP viavel ja foi detectado em leite
pasteurizado comercial em 2,8%; e o0 DNA, em 64%, de um total de 702 amostras nos
Estados Unidos (ELLINGSON et al., 2005). Foi possivel também detectar o DNA do
MAP em produtos carneos em 22% de um total de 77 amostras pela PCR em Tempo
Real (KLANICOVA et al., 2011).

2.3 - Patogenia e sinais clinicos

A principal via de infeccdo do MAP em ruminantes é a digestiva, de modo que
a absorcdo através das superficies da mucosa € o primeiro passo no processo infeccioso,
0 que ocorre pelo Tecido Linfoide Associado ao Intestino (GALT), que em ruminantes é
organizado em agregados linfoides conhecidos por Placas de Peyer (BEHR; COLLINS,
2010).

As células M presentes nas Placas de Payer realizam a pinocitose do MAP
seguido de transcitose através da célula, que posteriormente serdo fagocitados por
macrofagos ou células dendriticas (DC) na superficie basolateral (MOMOTANI et al.,

1988). Uma vez que o MAP é fagocitado, as células hospedeiras se transportam para
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outras &reas do corpo, incluindo a Iamina prépria do intestino delgado, os nddulos
linfaticos mesentéricos e da circulacéo periférica (LUGTON, 1999).

Apods a fagocitose, o MAP pode permanecer intacto, contrariando o0s
mecanismos bactericidas da célula apresentadora de antigeno (APC), ou podem ser
processados e apresentados aos linfocitos T, gerando um efeito em cascata de respostas
imunolodgicas. Como um agente patogénico intracelular, o MAP é capaz de sobreviver
dentro de macrofagos, inibindo a maturacdo do fagossoma; assim, ha multiplicacdo da
micobactéria, causando um aumento de volume celular e deslocamento de seus nucleos
para os polos, dispondo os macréfagos em associages ou acimulos celulares, tomando
carater de célula epitelidide. Entdo, ocorre a morte dos macréfagos e liberacdo das
bactérias, que, novamente, sdo fagocitadas, provocando acumulos de macrofagos,
carregados de bactérias nas vilosidades e, posteriormente, nas camadas profundas da
ldamina propria, causando, assim, aumento de volume das vilosidades. A lamina propria
desagrega-se e é, em parte, destruida por atrofia (SEFFNER, 1988; BEHR; COLLINS,
2010).

A medida que o agente se multiplica durante semanas ou meses, 0 intestino,
espessado, torna-se menos habil na absorcdo de nutrientes e consequentemente o animal
perde peso apesar de apresentar apetite normal. A parede intestinal espessada comeca,
gradativamente, a perder eletrolitos do sangue para o intestino. A hipoproteinemia

resulta da ma absorcdo e da enteropatia com perda proteica (SMITH, 2006).

A paratuberculose em bovinos é caracterizada por um quadro clinico de
diarreia cronica, profusa e refrataria ao tratamento com antibidticos. Hipoproteinemia e
edema submandibular também sédo relatados em casos avancados dessa enfermidade. Os
animais ainda podem se tornar caquéticos e fracos demais para se levantarem, levando-
os, assim, a morte (DRIEMEIER et al., 1999; OTT et al., 1999; MANNING;
COLLINS, 2001; MOTA et al., 2007).

A infecgdo por MAP ¢ dividida em quatro estagios clinicos e, de acordo com a
severidade dos sinais clinicos, ocorre a eliminacdo do agente no meio ambiente e a
doenca pode ser detectada utilizando métodos correntes de laboratério (BEHR;
COLLINS, 2010).

O estagio | possui como caracteristica uma infeccdo silenciosa, onde MAP se

multiplica lentamente na mucosa intestinal (jejuno e ileo) e posteriormente é carreado
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aos linfonodos regionais (CLARKE, 1997). Bovinos infectados no estagio | podem
disseminar MAP no ambiente pelas fezes, mas normalmente estd abaixo dos niveis de
deteccdo por métodos de diagndstico, incluindo a cultura e a PCR. Caso aconteca a
coleta das amostras desses animais, 0 agente pode ser, ocasionalmente, detectado em
concentragdes baixas nas suas fezes (WATERS et al., 2003; BEHR; COLLINS, 2010).

O estdgio Il, também conhecido por “infeccdo subclinica”, tem como
caracteristica uma concentracdo mais elevada de MAP na mucosa intestinal, mas esses
animais ndo apresentam perda de peso ou diarreia, mas, possuem uma resposta imune
maior com aumento nos titulos de anticorpos contra 0 MAP. Nessa fase, ja é possivel a
deteccdo do MAP nas fezes com testes convencionais. De certa forma, 0s animais nesse
estagio contribuem para a disseminacdo do agente, contaminando assim o ambiente, e
pode ser considerado como fonte de infeccdo para os outros animais do rebanho
(BASSEY; COLLINS, 1997; BEHR; COLLINS, 2010).

No estagio Ill, os animais ja apresentam a clinica, caracterizado por perda de
peso gradual e diarreia. A populacdo de MAP, dentro das células da mucosa intestinal, €
muito elevada e a capacidade de absorcdo estd bastante reduzida, associada a uma
enteropatia com perda de proteinas. Os sinais vitais como frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratoria e temperatura apresentam-se normais. H& também uma
diminuicdo na producéo de leite. Nessa fase, quase todos os animais sdo positivos para
os testes de diagndstico (BEHR; COLLINS, 2010).

O estagio IV € o0 mais avanc¢ado, e corresponde a fase em que 0s animais estao
fracos, caquéticos e, geralmente, tém diarreia profusa cronica. Edema intermandibular é
caracteristico desta fase da doenca. A maioria dos animais é enviada para abate neste
ponto. Caso contrario, a morte ocorre como um resultado da desidratacdo e caquexia
(BEHR; COLLINS, 2010).

Muitas lesbes podem ser observadas na necropsia, dependendo da fase da
infeccdo e das espécies em questdo. As lesBes classicas, descritas nos casos em bovinos,
incluem um ileo ondulado e espessado, com ganglios linfaticos mesentéricos
edematosos e aumentados de volume com a observacdo também de linfangiectasia. As
principais lesdes microscopicas incluem enterite, linfadenite e linfangite granulomatosas

que se caracterizam por infiltrado inflamatorio composto por macrofagos, células
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epitelidides e células gigantes de Langhans com a presenca de bacilos alcool-acido
resistentes (BUERGELT et al., 1978; DRIEMEIER et al., 1999; MOTA et al., 2007).

2.4 — Metodos de diagndstico

Para deteccdo dos bacilos alcool &cido resistentes (BAAR) do MAP, pode-se
utilizar métodos de coloracdo como a coloracdo de Ziehl-Neelsen, sendo possivel a
observacdo desse microrganismo em amostras de fezes ou tecidos (MANNING;
COLLINS, 2001).

Pode-se também fazer uso de meios de culturas para o isolamento do MAP, ¢é
um método altamente especifico, mas é dispendioso e, geralmente, requer de 8 a 16
semanas de incubacdo para o crescimento de colbnias visiveis em meios sdlidos. E
dificil determinar a sensibilidade da cultura, mas é considerado o método padrdo para
diagndstico dessa enfermidade. Diferentes meios seletivos e ndo seletivos, contendo
micobactina, podem ser utilizados para o isolamento de MAP, como o Lowenstein-
Jensen, o meio Herrold’s egg yolk, Middlebrook 7H11, ou meio de Dubos
(SAXEGAARD, 1985; MANNING; COLLINS, 2001; de JUAN et al., 2005; SLANA et
al., 2008).

Uma caracteristica importante de qualquer protocolo de cultura para o MAP é a
sua capacidade para prevenir o crescimento de contaminantes que podem estar presentes
numa amostra. No meio s6lido, as colénias de MAP podem ndo ficar visiveis entre as
colbnias de outros microorganismos, mas, por vezes, 0 MAP ainda pode ser detectado
pela PCR (SECOTT et al., 1999; WHITTINGTON, 2009). Entretanto, apesar das
medidas adequadas de descontaminacdo, as culturas sdo, muitas vezes, perdidas por

causa da contaminacdo (VARY et al., 1990).

Foi relatado que a sensibilidade da PCR para amostras fecais é equivalente ao
da cultura, com uma maior especificidade, devido aos primers utilizados para evitar a
deteccdo de bactérias ambientais (KAWAJI et al., 2007).

Para a deteccdo do MAP, o gene alvo mais utilizado € a regido 1S900, que foi
descrita pela primeira vez por Green et al. (1989), mas também foi descoberto,
independentemente, por Collins et al. (1989), e foi utilizado pela primeira vez como um

alvo numa PCR de diagnostico por Vary et al. (1990). Alguns dos estudos mais citados,

24



onde a PCR convencional foi aplicada em pesquisa para 0 MAP, incluem investigagdes
sobre a presenca do MAP em tecidos de pacientes com a doenca de Crohn (MOSS et
al., 1992; SANDERSON et al., 1992) e pesquisa de leite no varejo (MILLAR et al.,
1996).

A PCR em Tempo Real oferece uma abordagem muito eficiente para a detecgéo
de agentes patogénicos microbianos e, quando comparado com a PCR convencional o
método possui determinadas vantagens, como: o potencial para quantificacdo do agente,
risco minimo de contaminacao cruzada, uma maior sensibilidade e a especificidade que
é reforcada pela utilizacdo de sondas (MACKAY, 2004).

A técnica de Imuno-histoquimica também tem sido utilizada para a detec¢do do
MAP em animais acometidos, obtendo-se resultados mais sensiveis quando comparado

com o isolamento em meios de cultura (THORESEN et al., 1994).

Testes soroldgicos sdo utilizados para diagnotico da infec¢do ou confirmacdo da
doenca, tais como: Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA), ELISA e Fixagdo do
Complemento (FC). O IDGA pode ser til para a confirmagdo de casos clinicos,
entretanto as taxas de sensibilidade e especificidade foram insatisfatorias para
diagnostico subclinico da paratuberculose (FERREIRA et al., 2002). O teste de Fixagédo
do Complemento demonstrou ser menos eficiente na deteccdo de infeccdo subclinica
para tuberculose, quando comparado com o ELISA, pois este ultimo foi capaz de
detectar anticorpos em estagio mais inicial da infec¢cdo quando comparado com o FC
(YOKONIZO et al., 1991).

2.5 — Saude Publica

Um dilema para o controle da paratuberculose é se 0 MAP é estritamente um
patégeno de animais ou se também é um agente que pode causar infec¢cGes no homem,
sendo associado a etiologia da doenca de Crohn. A hipdtese de que o MAP pode causar
doencga inflamatdria intestinal humana remonta ha um século (DALZIEL, 1913), e 0
interesse na associacdo do MAP com a doenca de Crohn foi estimulado por uma reviséo

do assunto realizada por Chiodini (1989).

A Doenca de Crohn é uma inflamacdo cronica do intestino que afeta

principalmente o ileo. A resposta inflamatoria granulomatosa transmural no ileo é
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indicativo de doenca de Crohn e ha uma consideravel semelhanca entre a histopatologia
do intestino de bovinos (doenca de Johne), causada pelo MAP (COLLINS, 1997).

S&o varias as evidéncias de que o MAP pode estar envolvido, de alguma forma,
com o desenvolvimento da doenca de Crohn. Dell’isola et al. (1994) detectaram o DNA
do MAP, por meio da PCR, em criangas com a doenca de Crohn. Naser et al. (2000)
isolaram 0 MAP em leite materno de pacientes com a doenga de Crohn. Além disso,
Naser et al. (2004), conseguiram o isolamento e a deteccdo do DNA do MAP no sangue
de pessoas com a doenca de Crohn. De 28 pacientes, conseguiu-se a cultura de MAP em
14 deles.

Biopsia também tem sido utilizada para investigar a presenca do MAP em
intestino, Bull et al. (2003) pela PCR para 1S900 detectaram 0 MAP em 34 de 37 (92%)
pacientes com a Doenca de Cronh contra 9 de 34 (26%) de pacientes sem essa

enfermidade.

LesGes na mucosa oral j& foram relatadas em mais de 40% dos pacientes com
doenca de Crohn (PITTOCK et al., 2001; HARTY et al., 2005). Um estudo que utilizou
biopsias da mucosa oral de pacientes com a doenca de Crohn conseguiu detectar o DNA
da regido 1S900 do MAP em oito pacientes de um total de 23. Os autores identificaram
uma associacao significativa entre 0 MAP e essas lesdes orais (MOLICOTTI et al.,
2013).

Caso os seres humanos possam ser infectados com MAP, sdo varios 0s modos
de transmissdo possiveis, incluindo a transmissdo entre humanos. No entanto, como o0s
animais séo a fonte de infeccdo principal do agente, a transmissao, a partir dos animais

para 0s humanos, seria a mais provavel (COLLINS, 1997).

Se existe algum tipo de associacdo, ndo necessariamente causal, entre 0 MAP
e, pelo menos alguns casos da doenca de Crohn, entdo, existem evidéncias suficientes
de dominio publico, indicando que o leite € uma potencial fonte de transmisséo de
microorganismos viaveis de bovinos para humanos, mesmo ap0s a pasteurizacao
(ELLINGSON et al., 2005; GRANT, 2005).
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3-OBJETIVOS
3.1 - Objetivo geral

e Detectar a presenca de Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis em
amostras de leite bovino proveniente da Microrregido de Garanhuns, Estado de

Pernambuco.
3.2 - Objetivos especificos

e Detectar a regido 1S900 do Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em
amostras de leite de rebanhos bovinos leiteiros por meio da técnica da PCR

Convencional e a PCR em Tempo Real.

e Comparar as técnicas da PCR convencional e PCR em tempo real para a

deteccdo de MAP em amostras de leite.
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5 - ARTIGO CIENTIFICO

5.1-ARTIGO 1

DETECCAO DA REGIAO 15900 DO Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis EM AMOSTRAS DE LEITE BOVINO EM REBANHOS FOCO
DE PARATUBERCULOSE NO ESTADO DE PERNAMBUCO.

(Artigo a ser submetido ao periddico Tropical Animal Health and Production)
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DETECCAO DA REGIAO 1S900 DO Mycobacterium avium subespécie
paratuberculosis EM AMOSTRAS DE LEITE BOVINO EM REBANHOS FOCO
DE PARATUBERCULOSE NO ESTADO DE PERNAMBUCO.

Resumo: Objetivou-se com este estudo detectar a regido 1S900 do MAP em amostras
de leite bovino utilizando-se as técnicas de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (QPCR) e a PCR convencional, e realizar um estudo de concordancia entre os
testes utilizados. Foram coletadas 121 amostras de leite bovino de propriedades
consideradas foco para 0 MAP pertencentes a microrregido de Garanhuns, Pernambuco,
Brasil. Das 121 amostras de leite analisadas foi possivel detectar o DNA do MAP em 20
(16,52%) amostras na PCR convencional e em 34 (28,09%) na qPCR. O DNA do
agente foi detectado em todas as seis propriedades estudadas, variando de 10,00% a
23,81% na PCR convencional e de 10,00% a 36,84% na gPCR. A concordancia entre a
gPCR e PCR foi moderada (Kappa =0,53; ¥2 = 38,08; p<0,000) e a sensibilidade e
especificidade da PCR convencional com relagdo a qPCR foi de 50% e 96,6%,
respectivamente. Conclui-se que o DNA da regido 1S900 do MAP esté presente no leite
bovino na regido estudada e que a gPCR é uma técnica sensivel e rapida para deteccao

desse agente em amostras de leite.
Palavras-chave: Biologia molecular, diagnostico, paratuberculose, leite.
Introducéo

Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP) é um bacilo, Gram-
positivo, de crescimento lento, pertencente a familia Mycobacteriacea. Esse
microorganismo é um patdgeno intracelular e possui uma parede rica em lipideos que é
uma caracteristica dessa familia; esta bactéria € responsavel pela Doenca de Johne ou
Paratuberculose (Harris & Barletta, 2001; Manning & Collins, 2001).

A paratuberculose ja foi relatada em diversos estados brasileiros (Yamasaki et
al., 2013). Em Pernambuco, sua ocorréncia foi descrita em um rebanho bovino leiteiro
pelos sinais clinicos, histopatologia, sorologia pelo ELISA (32,3% de amostras
positivas), isolamento (50% de amostras positivas) e PCR (Mota et al., 2007). Ja na
microrregido de Garanhuns, foi realizado um estudo de prevaléncia que detectou 2,7%
(11/408) de amostras positivas e 47,4% (9/19) de propriedades focos (Sa et al., 2013).

40



Os métodos de diagnostico mais comuns para identificacdo de animais
infectados por MAP incluem o isolamento da bactéria das fezes utilizando meios de
culturas seletivos e técnicas para detectar anticorpos como o Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA). Entretanto, a maior desvantagem da utilizacdo dos meios de cultura sdo os
longos periodos de incubacdo, que pode chegar a 16 semanas para uma identificacéo
definitiva, j& o ELISA pode ser realizado em poucas horas, mas possui uma
sensibilidade estimada em 45%, porque os anticorpos contra 0 MAP podem ndo ser

detectados nos estagios iniciais da infeccdo (Collins, 1996; O'Mahony & Hill 2004).

A técnica molecular como a PCR é um método rapido e qualitativo para a
deteccdo do MAP, mas quando a PCR convencional ¢ comparada com a PCR em
Tempo Real (qPCR) esta Gltima possui uma maior sensibilidade e pode determinar a
carga infectante em amostras ambientais, fezes, leite e em culturas (O'Mahony and Hill
2004; Kawaji, et al. 2007). Um dos genes alvo utilizado para detec¢cdo do MAP na PCR
é a regido 1S900, que foi descrito pela primeira vez por Green et al. (1989), mas também
foi isolado independentemente por Collins et al. (1989). A descoberta da regido 1S900
no MAP possibilitou o diagnostico da paratuberculose em estagios iniciais da infec¢éo.
A especificidade e sensibilidade da PCR foi aprimorada até detectar 1 UFC do MAP em

amostras (Vansnick et al. 2004).

O MAP tem sido relatado em varios produtos e subprodutos de origem animal.
Pesquisa realizada na Suica detectou a presenca da regido 1S900 em 19,7% (273/1384)
amostras de leite procedentes de tanques (Corti and Stephan, 2002). Em outro estudo
realizado no Chipre, foi coletado um total de 220 amostras de leite em tanques, dessas
foram detectados 63 (28,6%) amostras positivas usando a técnica de PCR em Tempo
Real para a 1IS900 e F57 (Slana et al. 2009). Além disso, ja foi constatada a presenca do
MAP em subprodutos do leite como amostras de queijos provenientes da Grécia e da
Republica Checa, de 84 amostras 26 (30,9%) foram positivas na PCR e 3 (3,6%) foram
isoladas em cultivo (Ikonomopoulos et al. 2005). O MAP viavel ja foi detectado em
leite pasteurizado comercial em 2,8% e o0 DNA em 64% de um total de 702 amostras
nos Estados Unidos (Ellingson et al. 2005).

Objetivou-se neste estudo pesquisar a regido 1S900 do MAP em amostras de

leite bovino pertencentes a microrregido de Garanhuns, Pernambuco, utilizando-se as
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técnicas PCR e qPCR, além de realizar um estudo de concordancia entre estes testes de
diagnostico.

Material e Métodos
Amostragem

Um total de 121 amostras de leite bovino foram coletadas, estas foram
procedentes de seis rebanhos leiteiros considerados focos da infeccdo do MAP atraves
do teste soroldgico ELISA realizado em propriedades rurais localizadas na microrregiao
de Garanhuns, Pernambuco (S4, et al. 2013). No momento da coleta os animais estavam

clinicamente saudaveis.
Coleta e Processamento das Amostras
Obtencéo do Leite

Amostras de leite foram obtidas ap6s a limpeza dos tetos com é&gua e
desinfeccdo com alcool 70%. Os trés primeiros jatos de leite foram descartados e logo
em seguida foi coletado aproximadamente 50mL de leite em pool dos quatro quartos
mamario em tubos de polipropileno esterilizados e identificados; em seguida as
amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e
encaminhadas ao Laboratério de Bacterioses da Universidade Federal Rural de

Pernambuco para seu processamento.
Extracdo do DNA

Para extracdo do DNA foram utilizados 2mL de cada amostra; estas foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos e posteriormente o pellet foi ressuspendido
em 100puL de Solucdo Salina Tamponada com Fosfato pH7,2 esterilizado. Utilizou-se o
kit comercial DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®) de acordo com as recomendacfes

do fabricante.
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O DNA extraido foi submetido as amplificagdes em um volume final de 15uL
contendo: 5uL de DNA gendémico; 0,5uL dos primers especificos para 1S900 a 20pMol
(DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ e 0 DR-1: 5’-
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CCGTAACCGTCATTGTCCAG-3); 2,75uL de agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL de
MasterMix (mistura para PCR - Promega®) de acordo com o protocolo do fornecedor.
O perfil térmico das reacbes foi realizado em um termociclador XP Thermal Cycler
(Bioxer Technology CO. LTD) com desnaturacdo inicial a 96°C por 5 minutos, em
seguida 35 ciclos a 95°C por 1 minuto cada, anelamento a 58°C por 1 minuto e extensdo
a 72°C por 3 minutos, e um ciclo final de 72°C por 10 minutos (Taddei et al. 2008). O
produto amplificado de 99pb correspondente ao DNA do MAP foi detectado por
eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com bluegreen e visualizados através de

luz ultravioleta e fotodocumentados.
Reacédo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

O DNA extraido foi submetido as amplificagcdes em um volume final de 25,0uL
contendo: 5uL de DNA genémico; 1uL dos primers especificos para 1S900 a 10pMol
(DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ e 0 DR-1: 5’-
CCGTAACCGTCATTGTCCAG-3’); 5,5uL de Agua mili-Q ultrapura e 12,5uL de
QuantiFast SYBR Green PCR Kit (mistura para PCR - QIAGEN®) de acordo com o
protocolo do fornecedor. O perfil térmico das reacGes foi realizado em termociclador
“Rotor-Gene Q” (QIAGEN) com desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de
45 ciclos a 95°C por 20 segundos e 60°C por 30 segundos. Foi utilizado o software
“Rotor-Gene Q Software v1.7” para acompanhamento e realizacdo da interpretacdao dos

resultados da gPCR.

O DNA de uma cepa padrdo de MAP foi utilizado para a padronizacdo da qPCR.
A curva de desnaturacdo (melting curve) consistiu em 65°C por 90 segundos para a
preparagdo, com posterior aumento gradual de 0,1°C a cada 2 segundos de 65 a 95°C. O
pico da desnaturagdo foi em 82,9°C. O numero de copias foi determinado com
metodologia adaptada de Rodrigues-Léazaro et al. (2005), com quantificacdo do DNA da
cepa padréo utilizando-se 0 Qubit® 2.0 Fluorometer com kit comercial Qubit® dsDNA
BR Assay Kit (Invitrogen™), o protocolo foi de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A cepa padrdo de MAP foi entdo diluida na base 10 e posteriormente
utilizado para construir a curva padrdo da qPCR. A eficiéncia dos iniciadores foi 95,0%
e o coeficiente de correlagéo linear (R2) foi 0,99953 (Figura 1). O valor do limiar de

deteccdo (Threshold — Ct) ficou entre 9,59 e 30,17. O limite de deteccdo na curva
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padrdo foi de 22,3 copias/mL. Por altimo, o nimero de copias nas amostras de campo

positivas foram quantificadas utilizando-se como referéncia a curva padréo obtida.

Cycling A Green (Page 1)
R=0,98977
R"2=0,89953

[TELE SRRttt

14 10 16 10 1§ q

Concentration

Figura 1 - Curva padrdo em intervalos de diluicdo na base 10 para calculo de
eficiéncia e sensibilidade da gPCR para a regido 1S900 do MAP.

Sequenciamento das amostras e validacdo da PCR convencional

Para validacdo das amplificacbes, uma das amostras positivas na PCR
convencional foi purificada utilizando o kit QIAquick® Gel Extraction (50), utilizando-
se o0 protocolo do fornecedor. Posteriormente foi encaminhada para o sequenciamento.
Os eletroferogramas obtidos foram analisados pelo programa PHRED para verificar a
qualidade dos mesmos e, sequéncias com qualidade PHRED acima de 20 foram
analisadas com a ferramenta Basic Local Align Sequence Tool - BLAST

(www.blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para confirmacdo do gene amplificado.
Comité de Etica

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de
Pernambuco aprovou os procedimentos éticos desta pesquisa com a licenca N°
034/2013.

Andlise Estatistica

Para estudo da concordancia entre os testes utilizou-se o coeficiente de Kappa (K),
considerou-se a gPCR como gold test, e a interpretacdo convencional dos valores K
adotadas foram: 0,00 - 0,20 = concordancia fraca; 0,21 - 0,40 = regular; 0,41 - 0,60 =
moderada; 0,61 - 0,80 = boa; 0,81- 1,00 = muito boa, valores negativos sdo
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interpretados como equivalentes a 0,00 (Landis & Koch, 1977). Para o célculo de
concordancia, sensibilidade e especificidade utilizou-se o programa computacional
Bioestat versdo 5.0. A associacdo entre os testes foi realizada pelo teste de qui-

quadrado, com intervalo de confianca de 95%.

Resultados

Das 121 amostras de leite analisadas foi possivel detectar a regido 1S900 do
MAP em 20 (16,52%) amostras na PCR convencional e em 35 (28,92%) amostras na
gPCR. O DNA do agente foi detectado em todas as propriedades estudadas (100,0%),
variando de 10,00% a 23,81% na PCR convencional e de 10,00% a 36,84% na qPCR
(tabela 1).

A quantidade de copias do DNA do agente determinado pela gPCR em todas as
amostras positivas de campo apresentaram uma meédia de 151,53 copias/mL, com um
minimo de 13 copias/mL e um maximo de 793 copias/ml. A média das quantificacbes
por propriedade das amostras positivas variou de 42,2 a 265,85 cépias do DNA/mI
(tabela 1).

Tabela 1 - A frequéncia de amostras de leite positivas por propriedade utilizando a PCR
convencional e a qPCR com a média de copias/ml por propriedade determinado pela
qPCR.

Propriedade ((j?eu:rrrllt(i)g?ges Con\lje(r:}zonal aPCR Qua%?f\:é?/ig;o de

ml

1 22 3 (13,64%) 8 (36,36%) 262,62

2 19 3 (15,79%) 7 (36,84%) 422

3 21 5 (23,81%) 5 (23,81%) 91,72

4 19 3 (15,79%) 7 (36,84%) 265,85

5 20 4 (20,00%) 5 (25,00%) 60,74

6 20 2 (10,00%) 2 (10,00%) 66,3

Total 121 20 (16,52%) 34 (28,09%)
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A concordéancia entre a PCR convencional e qPCR analisada pelo coeficiente de
Kappa foi de 0,53, ou seja, moderada (2 = 38,08; p<0,000). A sensibilidade e

especificidade da PCR convencional foram de 50% e 96,6%, respectivamente.

O sequenciamento da amostra de campo apresentou uma homologia de 98% com
0 DNA do Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP4, Genoma completo)
depositado no NCBI.

Discussao

Este é o primeiro registro de deteccdo do MAP em amostras de leite no Estado
de Pernambuco. A presenca do MAP em leite ja foi relatado no Brasil por Carvalho et
al. (2009), que de 222 amostras de leite bovino cru, detectou-se 0 DNA para a regido

I1S900 em 8 (3,6%) amostras, na regido de Vicosa, Minas Gerais.

Em outros paises, 0 MAP tem sido constantemente detectado em leite bovino
como, por exemplo, na Suica, que detectaram o DNA para a 1S900 em 273 (19,7%) de
1384 amostras de tanques de leite (Corti e Stephan, 2002). Em outro estudo realizado no
Chipre foram coletadas um total de 220 amostras de leite em tanques, dessas foram
detectados 63 (28,6%) de amostras positivas usando a técnica de PCR em Tempo Real
para a 1S900 e F57 (Slana et al. 2009).

A paratuberculose é considerada como uma enfermidade exotica no territorio
brasileiro, contudo, focos da doenca ja foram relatados em 11 Estados da Federacdo
(Ristow et al. 2007; Yamasaki et al. 2013). Entre esses Estados, relatou-se no estado de
Pernambuco a ocorréncia da paratuberculose em um rebanho bovino de exploragdo
leiteira pelo isolamento do MAP em amostras de fezes com confirmacdo genética pela
PCR para a regido 1S900 (Mota et al. 2007).

A alta frequéncia de amostras de leite positivas encontradas neste estudo pode
ser justificada pelo fato de as amostras de leite terem sido coletadas em propriedades
foco de paratuberculose (Sa et al. 2013). Vale ressaltar que a frequéncia real dessa
enfermidade no rebanho pode ser ainda mais elevada, visto que nem todos os animais

que estdo infectados eliminam o agente no leite (Corti e Stephan, 2002).
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O método de extracdo de DNA utilizado nesta pesquisa foi muito eficiente,
outras estudos também tém utilizado o mesmo kit comercial ou similar para realizacéo
da extracdo do MAP em amostras de leite com método de extracdo indicado pelo

fabricante ou com modificacfes (Marchetti et al. 2013; Slana et al. 2008a).

Diante dos problemas causados pelo MAP e levando em consideragdo que esse
micro-organismo tem levantado suspeitas de estar envolvido com a doenca de Crohn em
humanos, a pesquisa por testes rapidos e sensiveis para deteccdo desse agente no leite
deve ser priorizada (O'Mahony e Hill, 2004). Neste estudo, o numero de amostras de
leite positivas na gPCR (34 amostras positivas) foi superior quando comparado com a
PCR (20 amostras positivas). A gPCR oferece uma abordagem mais eficiente para a
deteccdo de agentes patogénicos e comparada com a PCR convencional possui
vantagens como 0 potencial para quantificacdo do agente, risco minimo de
contaminacdo cruzada, maior sensibilidade e a especificidade que pode ser reforgcada
pela utilizagdo de sondas (Mackay, 2004).

Sonawane & Tripathi (2013) relataram que dois grupos de tecidos, multibacilar e
paubacilar, foram utilizados para realizacdo da PCR convencional para a regido 1S900
do MAP, obtiveram como resultado uma sensibilidade de 82,6% para 0 grupo
multibacilar e de 13,3% para o grupo paubacilar. Para esses mesmos grupos, foi
estabelecido e realizado uma gPCR que obtiveram uma sensibilidade de 100% na

deteccdo do MAP para ambos 0s grupos.

Ao analisar a concordancia entre a Nested PCR e qPCR para deteccdo do MAP,
Fang et al. (2002) obtiveram um indice Kappa = 0,85. Esse valor mais elevado do que o
encontrado nesta pesquisa pode ser justificado porque a Nested PCR possui uma maior
sensibilidade quando comparado a PCR convencional, que foi utilizada nesta pesquisa
(Moghadam et al. 2010).

O fato de trés amostras terem sido positivas na PCR e n&o pela gPCR pode ser
justificado pela quantidade de material genético do MAP, uma vez a mesma nédo se
encontra homogénea nas amostras bioldgicas. Esse fato foi também relatado por Fang et
al. (2002), que de 41 amostras analisadas, uma amostra foi positiva na Nested PCR e no
cultivo, mas ndo na gPCR. Segundo esses autores uma distribuicdo ndo homogénea e/ou
a pequena quantidade de bactérias de MAP na amostra podem ser responsaveis por esse

efeito.
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A deteccdo direta de MAP viavel por métodos de cultura é considerada como o
"teste ouro"”, no entanto, 0 MAP pode ser detectado de forma mais rapida e com cerca
de dez vezes mais sensibilidade pelo método da gPCR (Slana et al. 2008a; Slana et al.
2009). Essa discrepancia entre os métodos de isolamento e a gPCR pode ser explicado
pela baixa concentracdo de MAP na amostra, pois a q°PCR é uma técnica mais sensivel
de deteccdo do que o cultivo, tanto para amostras de fezes quanto para de leite (Pinedo
et al. 2008).

Considerando que bovinos com a infeccdo subclinica podem eliminar
quantidades baixissimas de MAP no leite (Sweeney et al., 1992), faz-se necessério a
utilizacdo de testes de diagndsticos sensiveis o suficiente para a deteccdo desse agente.
A sensibilidade das técnicas de qPCR para deteccdo do MAP em amostras de leite tém
sido relatadas por detectar de 1 a 100 UFC por ml de leite (Slana et al., 2008b). A
determinacdo da quantidade de bactérias do MAP em amostras de leite promove
métodos Uteis para a identificacdo da carga contaminante em produtos, algo possivel
pela gPCR. J& a PCR convencional ndo € quantitativa e meios de cultura também néo
conseguem avaliar esse fator por causa dos métodos de descontaminacdo das amostras

gue diminuem a quantidade de MAP nas mesmas (O'Mahony e Hill 2004).

Vale ressaltar que, leite cru de vaca tem sido foco de vigilancia porque é
reconhecido como um fator importante na transmissdo do MAP de vaca para bezerro,
resultados de um estudo demonstraram que o leite e o colostro podem ser fatores de

risco para a infeccdo pelo MAP (Nielsen et al., 2008).

A avaliacdo genética de um microrganismo infeccioso é uma importante
ferramenta na vigilancia de enfermidades, pois é possivel rastrear a origem e
transmissdo da doenca, realizar a identificacdo de cepas virulentas, avaliacdo de
tratamentos e ajuda ainda no aprimoramento de diagnosticos e vacinas (Kaur et al.
2010). Com o resultado do sequenciamento obtido neste estudo foi possivel validar a
técnica da PCR convencional utilizada, entretanto, ndo foi possivel fazer uma
identificacdo mais detalhada da cepa porque a sequéncia estudada foi pequena, 99pb, e a
sequéncia de insercdo 1S900 é uma regido bem conservada desse agente. Carvalho et al.
(2012) apos uma avaliagdo genetica da sequéncia 1S900 do MAP presente em amostras
de leite brasileiro concluiram que a sequéncia IS900 é uma regido muito bem
conservada e que pode ser usada como ferramenta para a deteccdo molecular deste

agente com fins epidemiologicos.
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Ainda existe a suspeita de que o MAP possa estar envolvido com a doenca de
Crohn, e caso os seres humanos possam ser infectados pelo MAP, séo varios os modos
de transmissdo possiveis, incluindo a transmiss@o entre humanos. No entanto, como 0s
animais sdo a fonte de infeccdo principal do agente a transmissao a partir dos animais
para 0s humanos seria a mais provavel (Collins, 1997). A transmissdo dos animais para
0s homens pode ocorrer por alimentos, visto que o0 MAP viével tem sido recuperado em
amostras de leite pasteurizado, tanto no Brasil quanto em outros paises (Carvalho et al.
2012; Ellingson et al. 2005). E ja foi também constatada a presenca do MAP em
subprodutos do leite como amostras de queijos provenientes da Grécia e da Republica
Checa (Ikonomopoulos et al. 2005).

Concluséao

Com este trabalho, foi possivel concluir que a regido 1S900 do MAP esta
presente no leite bovino da microrregido de Garanhuns, Pernambuco. Ainda foi possivel
concluir que a técnica da gPCR utilizada neste estudo demonstrou ser mais sensivel do

gue a PCR convencional para deteccdo dessa bactéria em amostras de leite.
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6 - CONSIDERACOES FINAIS

Com este trabalho, foi possivel concluir que a regido 1S900 do MAP est4
presente no leite bovino da microrregido de Garanhuns, Pernambuco. Ainda foi possivel
concluir que a técnica da gPCR utilizada neste estudo demonstrou ser mais sensivel do

que a PCR convencional para deteccdo dessa bactéria em amostras de leite.
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APENDICE 1

Tabela 2: Respectivas amostras positivas na gPCR e na PCR convencional para a regido 1S900
com os dados da quantificagdo da gqPCR.

Quantificacao da qPCR em cépias do

Amostra qPCR PCR Convencional MAP por mL
4 + - 1,14*10?
10 + - 2,08*10?
15 + - 3,39*102
16 + + 2,36*10?
17 + - 2,54*10?
18 + 4,32*10"
20 + 1,65*102
22 + - 3,53*10?
27 + + 6,99*10"
28 + - 2,73*10
35 + - 4,21*10°
37 + + 5,38*10'
40 + - 4,19*10"
42 + - 4,02*10°
43 + + 2,02*10'
44 + + 2,61*10?
45 + + 6,32*10"
46 + + 4,15*10"
47 + - 7,99*10"
52 - + -

59 + + 1,30*10'
66 + + 3,61*10'
68 + + 5,29*10'
69 + - 2,18*10?
70 + - 3,00%102
72 + + 1,10*10?
75 + - 3,51*102
80 + - 7,93*10?
102 + + 1,39*10'
103 + + 2,25*10"
107 + - 7,05*10"
115 + 7,28*10"
112 - -

116 + - 1,24*10?
121 + 1,36*10'
128 - + -

133 + - 1,19*10?
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