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Resumo: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é o agente etiologico da
paratuberculose, ou doenca de Johne, que afeta principalmente os ruminantes. Este estudo teve
como objetivo investigar a ocorréncia de anticorpos anti-MAP em um rebanho bovino leiteiro
ap6s um teste de tuberculinizagao. Foram coletadas 106 amostras (53 de sangue e 53 de leite) de
14 vacas em lactagao, nos intervalos antes do teste de tuberculinizagao, 14, 30 e 70 dias apos a
aplicagao de PPD bovino e avidrio. Nenhuma amostra de leite foi reagente no teste ELISA para
MAP. Duas amostras de soro sanguineo de animais (A01 e A02) foram reagentes. No animal A01,
a deteccao de anticorpos anti-MAP ocorreu antes da tuberculinizagao e aos 14 e 30 dias apds o
exame, enquanto no animal A02, a inica detecgao ocorreu aos 14 dias. Conclui-se que o momento
ideal para a coleta das amostras foi aos 14 dias apds a aplicacdo da tuberculina.
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Abstract: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) is the etiological agent of
paratuberculosis, or Johne’s disease, which mainly affects ruminants. This study aimed to
investigate the occurrence of anti-MAP antibodies in a dairy cattle herd after a tuberculin test. A
total of 106 samples (53 blood and 53 milk) were collected from 14 lactating cows, at intervals
before the tuberculin test, 14, 30, and 70 days after the application of bovine and avian PPD. No
milk samples were reactive in the ELISA test for MAP. Two blood serum samples from animals
(A01 and A02) were reactive. In animal A01, the detection of anti-MAP antibodies occurred before
the tuberculin test and at 14 and 30 days after the test, while in animal A02, the only detection
occurred at 14 days. It was concluded that the ideal time for sample collection was 14 days after
the application of tuberculin.

Keywords: ELISA; paratuberculosis; dairy cattle herd.

1 INTRODUCAO

A paratuberculose ou doenca de Johne é causada pela bactéria Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis (MAP), um patdgeno importante, especialmente, para
rebanhos bovino leiteiros (HARRIS; BARLETTA, 2001). O MAP pertence ao Complexo
Mycobacterium avium (CMA), que faz parte do género Mycobacterium, em que também se
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encontra o Complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT) que engloba sete subespécies,
entre elas a Mycobacterium bovis, agente causadora da tuberculose bovina (FORRELLAD
et al., 2013).

Os prejuizos econdmicos causados por essa infecgao ocorrem, principalmente,
em rebanhos leiteiros e estao relacionados a diminuicao da produgcao de leite, no ganho
de peso, baixa eficiéncia reprodutiva, abate prematuro e redugao do valor da carcaca ao
abate (HENDRICK et al., 2005). Os sinais clinicos sao comumente observados nos
animais adultos, e a maior prevaléncia ocorre em animais de trés a cinco anos de idade.
Como o periodo de incubagdo é muito longo, variando de seis meses a quinze anos, as
manifestacdes clinicas nos animais sdao observadas tardiamente (LARSEN; MERKAL,;
CUTLIP, 1975). Os sinais consistem principalmente em desidratagao, caquexia e diarreia
profusa, que ocorrem devido a ma absorgao dos nutrientes ocasionada por uma enterite
granulomatosa (CLARKE, 1997).

A paratuberculose pode ser diagnosticada por exames diretos, por meio do
isolamento microbioldgico, baciloscopia, técnicas de PCR (Reagdo em cadeia da
polimerase) e ainda pelos métodos indiretos, como o teste imunoalérgico
(tuberculinizacao) ou exames sorologicos como o Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
(ELISA). O diagnostico alérgico-cutaneo baseia-se em uma resposta de
hipersensibilidade tardia, mediada por linfécitos sensibilizados, desencadeada em
individuos anteriormente expostos ao bacilo. O exame pode ser realizado com o
antigeno PPD (purified protein derivative) Johnina (obtida de cultura de M.
paratuberculosis) ou PPD avidria (obtida a partir do Mycobacterium avium subsp. avium)
(MEGID et al., 2016).

Mesmo se tratando de respostas imunes diferentes, o diagndstico alérgico pode
interferir nos niveis de anticorpos anti-MAP, elevando consideravelmente os titulos no
ELISA devido a uma resposta imune humoral anamnésica (CASAL et al., 2014), mediada
predominantemente por IgG1 (WATERS et al., 2011). De acordo com Bridges e Winden
(2021), é improvavel que a inoculagdo intradérmica de PPD bovina e avidria resulte em
uma resposta humoral, no entanto isso nao pode ser completamente descartado em
animais sensibilizados.

Estabelecer o melhor momento para coleta da amostra bioldgica e que tipo de
amostra é mais adequada para a deteccdo de anticorpos anti-MAP é de fundamental
importancia para a identificagdo dos animais infectados e controle da doenca.
Considerando que o desempenho diagndstico dos testes soroldgicos é suscetivel a
resposta anamnésica induzida por tuberculinizagao prévia em animais infectados com
MAP (BRIDGES; WINDEN, 2021), objetivou-se com este estudo investigar a ocorréncia
de anticorpos anti-MAP em um rebanho bovino leiteiro apds o teste de tuberculinizacao.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 CEUA

Obteve-se aprovacgio do Comité de Etica na Utilizagdo de Animais - CEUA do
Centro Universitario de Patos de Minas - UNIPAM, protocolo n. 125/21.
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2.2 LOCAL E ANIMAIS

O estudo foi realizado em um rebanho bovino leiteiro da regiao do Alto
Paranaiba, estado de Minas Gerais, no municipio de Patos de Minas. Foram avaliadas 14
fémeas bovinas, a partir dos dois anos de idade, raga mestiga, criadas em sistema semi-
intensivo e em periodo de lactagao.

2.3 TUBERCULINIZACAO

O exame de tuberculinizagao (teste cervical comparativo) foi realizado por
médico veterinario habilitado pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacao da
Brucelose e Tuberculose (PNCEBT). O exame foi realizado com PPD bovino, obtido de
cultura de M. bouis, e avidrio, obtido de cultura de M. avium subsp. avium. Foi inoculado
0,1mL por via intradérmica, no ter¢o médio da tdbua do pescogo, ap0s a realizacao de
cutimetria da regido. Os resultados das diferencas (AB - AA) foram interpretados de
acordo com o Regulamento Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006).

2.4 COLETA DAS AMOSTRAS

A coleta das amostras de sangue e leite foram realizadas antes da
tuberculinizagdo, aos 14, 30 e 70 dias apos a aplicagao da tuberculina. Para a coleta de
sangue o0s animais foram contidos em bretes e, posteriormente, coletado
aproximadamente 5 mL de sangue por meio de pungao da veia coccigea, com tubo
vacutainer sem anticoagulante, adaptador e agulha 25mm x 0,8mm, estéril. As amostras
de leite foram colhidas durante a ordenha, para isso os animais foram contidos no brete
de ordenha e posteriormente, coletado aproximadamente 5 mL de leite, colhidas dos 4
tetos mamarios da fémea, excluindo o primeiro jato, sendo dispensado diretamente em
tubo coletor universal estéril. As amostras foram mantidas sob refrigeracao em caixas de
isopor com gelo e encaminhadas para o Laboratorio de Doengas Infecciosas do Centro
Universitario de Patos de Minas - UNIPAM, onde foram congeladas em temperatura de
-20°C até a realizacao do exame.

2.5 ELISA MAP

Para a detecgao de anticorpos anti-MAP nas amostras de leite foi utilizado o kit
comercial de ELISA Muycobacterium avium subsp. paratuberculosis Antibody Test -
IDEXX®. Os testes foram realizados no Laboratério de Doencas Infecciosas do Centro
Universitario de Patos de Minas (UNIPAM), de acordo com as instru¢des do fabricante.

As amostras utilizadas como controles positivo e negativo foram diluidas em
placa nao impregnada na proporcao 1:20 e pré-incubadas por 2 horas a temperatura de
22°C. Em seguida foram transferidos 100uL do conteddo das cavidades a placa
impregnada e a mesma incubada por 45 minutos. Posteriormente, o contetido liquido
das cavidades foi removido e realizado 4 lavagens com solugao de lavagem propria do
kit. Em seguida adicionado 100puL do conjugado HRPO na proporgao 1:100, e a placa
novamente incubada por 30 minutos. Apds isso, o contetido liquido foi removido e
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procedido a lavagem por 3 vezes. Posteriormente, foi adicionado 100uL do substrato
TMB e a placa incubada durante 10 minutos. A parada da reagao ocorreu com a adi¢ao
de 100pL de solugao de interrupgao. Os valores de densidade dptica (DO) das amostras
e controles foram medidos em espectrofotometro de placas a 450nm.

Para validacdao do exame foram utilizados os seguintes critérios: Controle
Positivo (CP) CPx > 0,350 e CPx / CN(DO 450) > 3,00. O calculo dos resultados foi
determinado pela relacao: 100 x [(Amostra A(450) — CN(DO 450) / (CPx — CN(DO 450)].
Para interpretagao dos resultados considerou-se os seguintes parametros: amostras com
relacdo A/P% < 45% Negativas; 45% < A/P% < 55% Suspeitas e A/P% > 55% Positivas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliadas 14 vacas em periodo de lactacdo e coletadas um total de 106
amostras, 53 de sangue e 53 de leite. Das 53 amostras de soro sanguineo, em duas foram
detectados anticorpos anti-MAP. O rebanho nao apresentava historico de diarreia e nem
sinais clinicos sugestivos da doenga. Segundo Vilar (2016), a prevaléncia aparente
reduzida é atribuida ao periodo de laténcia da doenga, que € relativamente longo, de 2 a
10 anos, e os niveis de anticorpos anti-MAP sao detectados apenas no final deste periodo.

De acordo com Yamasaki ef al. (2013), ha descri¢ao da enfermidade em pelo
menos 11 estados brasileiros e em diversas espécies de ruminantes como bovinos,
bufalos, ovinos e caprinos. Em um estudo realizado por Souza et al. (2021), na cidade de
Lagoa Formosa - MG, das 40 fazendas avaliadas, 8 (20%) apresentaram no minimo um
bovino com anticorpos anti-MAP e das 236 vacas examinadas, 14 foram reativas,
resultando no soro prevaléncia de 20%. No Brasil, encontrou-se 65% de animais
reagentes em rebanhos leiteiros de Sao Paulo e no Rio de Janeiro 18% de 1004 amostras
foram positivas para MAP (FERREIRA; FONSECA; LILENBAUM, 2001).

A paratuberculose é uma doenga de importancia mundial, uma vez que causa
prejuizos econdmicos, principalmente nos rebanhos leiteiros, aumentando os custos
sanitarios devido a cronicidade da enfermidade (COSTA et al., 2010). Com base em testes
sorologicos, a soro prevaléncia mundial da doencga estima-se estar entre 7% a 55%.
Apesar de ser considerado necessario o controle para efeito de comércio internacional
de animais e alimentos de origem animal, a Organizacao Mundial de Satide Animal lista
a paratuberculose como uma doenga de notificagao obrigatdria, e no Brasil ainda nao
existe um programa oficial de controle da doenca (MEGID et al., 2016).

Os bovinos assintomaticos que testam positivo para MAP por meio do teste
ELISA sao considerados importantes fontes de infecgao, pois eliminam o bacilo no
ambiente, contaminando 4agua e alimentos (FECTEAU, 2017). Caso o MAP seja incluido
na lista de agentes transmitidos por alimentos, pode gerar grandes consequéncias
econdmicas para a industria de alimentos, principalmente por nao haver estudos sobre
o potencial impacto econdmico (KENNEDY; BENEDICTUS, 2001). Conforme descrito
por Souza et al. (2021), é necessdrio informar aos responsaveis pela fazenda sobre as
perdas econdmicas que a doenca pode ocasionar, o que serve como incentivo para a
implementacgao de medidas de controle eficazes no rebanho.

As 53 amostras de leite analisadas nao revelaram a presenca de anticorpos anti—
MAP em nenhuma delas. De acordo com o estudo realizado por Kennedy et al. (2014)
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com 139 vacas, ha concordancia entre os resultados obtidos em amostras de sangue e
leite, e que as amostras de leite apresentam um intervalo de tempo mais curto para
retornar aos niveis normais de anticorpos, devido a eliminagao elevada de IgG
secretados para a glandula mamaria durante o periodo de aumento da produgao de leite.

O fato de todas as amostras de leite terem dado resultado negativo pode estar
associado ao achado de Nielsen e Toft (2012), que mostrou que vacas com maior
producdo de leite durante o pico de lactacdo tendem a ter reducdo nos titulos de
anticorpos anti-MAP no leite por efeito de diluigao. O teste ELISA de anticorpos anti-
MAP no leite é importante, pois, segundo Megid et al. (2016), embora o foco primario da
infeccao esteja geralmente na porcao ileocecal do intestino, a bactéria pode ser
transportada pelos macrdéfagos para a glandula mamaria, sendo eliminada no leite. A
principal via de infeccdo em bezerros € a via oro-fecal, que ocorre quando entram em
contato com o ubere contaminado com fezes contendo a micobactéria (BEGG;
WHITTINGTON, 2008), ou ainda por meio da transmissao pelo colostro de vacas
infectadas. Conforme descrito no livro de Megid et al. (2016), € possivel identificar, pelo
teste ELISA, a produgao de imunoglobulinas nos bezerros 134 dias apds a infecgao.

O leite destinado ao consumo humano e sua possivel relagdo com a doencga de
Crohn no homem torna necessario a realizagao de testes para identificar a presenca de
anticorpos no leite. Conforme descrito por Santos (2011) a doenga de Crohn ¢é
caracterizada por uma enfermidade sistémica de processo inflamatdrio cronico,
transmural e recidivante, provocando a formagao de ulceras, espessamento da parede
intestinal e formacdo de fistulas em vdrias partes do trato gastrointestinal humano.
Embora a etiologia da doenca de Crohn nao esteja totalmente elucidada, estudos
epidemiolodgicos indicaram alguns fatores, como predisposicao genética e baixa resposta
imunoldgica dos individuos.

Estudos para avaliar a incidéncia de MAP nos alimentos sao necessarios em
razao dos possiveis efeitos nocivos a populagdo. Em um estudo realizado por Whan et
al. (2005) na Irlanda do Norte, foram avaliadas a presenca de MAP em 4guas nao tratadas
coletadas em estacOes de tratamento durante um ano. Das 192 amostras coletadas, 8%
apresentaram resultados positivos. O leite também pode ser uma forma de transmissao
da doenca em humanos. De acordo com Yamasaki et al. (2013), pesquisadores tém
relatado a presenga de MAP no leite cru e pasteurizado, e a micobactéria ja foi detectada
no sangue de pacientes com a doenga de Crohn. Em relagao a resisténcia do patdgeno no
leite, conforme descrito por Cunha e Ballus (2009), mesmo apos pasteurizado, o leite cru
que apresenta alto grau de contaminacao pode conter a micobactéria, tornando-se uma
importante fonte de transmissao da doenca para os seres humanos.

Nas amostras de soro sanguineo, dois animais foram reagentes, sendo
detectados anticorpos anti-MAP em quatro amostras. Em A01, a detecgao ocorreu antes
da aplicagao do PPD avidrio, com 14 e 30 dias ap0ds o exame, enquanto no animal A02, o
unico momento de deteccado foi aos 14 dias apds o exame, conforme demonstrado na
Tabela 1. Conforme descrito por Kennedy et al. (2014), em um estudo realizado com 139
vacas avaliadas antes e apos o Teste Cervical Intradérmico, tanto em amostras coletadas
de soro quanto de leite, foi registrada uma prevaléncia de 39% de resultados positivos,
demonstrando que ha uma maior prevaléncia de vacas soropositivas para MAP usando
leite e soro em aproximadamente 14 dias apds a inoculagdao de PPD aviario.
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Tabela 1: Anticorpos anti-Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, detectados no
sangue de bovinos leiteiros, em relagdo ao intervalo de coleta, Patos de Minas - MG, 2022
ID Animal | ANTESPPD | 14 DIAS 30 DIAS | 70 DIAS

A01 + + + N.C.*
A02 - + - -
* N.C.: ndo coletado.

Fonte: elaborado pelos autores de acordo com os resultados coletados.

Assim como no estudo de Bridges e Winden (2021), h4 um aumento continuo
na producao de anticorpos entre o dia 1 e o dia 14 ap6s a inoculagao de PPD avidrio em
vacas infectadas com MAP, que ja estao sensibilizadas ao antigeno e tém células B de
memoria que permitem uma resposta humoral mais rapida. De acordo com Barden,
Smith e Higgins (2020), ha uma maior chance de os animais testarem positivo para
paratuberculose de 0 a 30 dias apds o teste bTB em comparagao com 90 dias. Além disso,
Kennedy et al. (2014) encontraram um aumento significativo nos anticorpos contra MAP
apos a administragao de PPD. Os resultados do estudo atual demonstram que ha um
aumento continuo nos anticorpos apds a inoculacao de PPD em bovinos infectados, com
mais chances de testes positivos para paratuberculose ao longo do tempo - o aumento
de anticorpos é perceptivel apds duas semanas, quando atinge seu pico.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, conclui-se que o diagnostico por meio do teste ELISA com
amostras de leite ndo foi a forma mais eficiente de detec¢ao de anticorpos anti-MAP,
enquanto que nas amostras de sangue foi possivel detectar animais soropositivos,
principalmente aos 14 dias ap6s a aplicagdo da tuberculina.
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