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RESUMO

Paratuberculose é uma doenca de grande impacto econémico mundial e incuravel nos
ruminantes, causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP).
Também existe a suspeita do envolvimento desta bactéria com enfermidades nos
humanos como a Doenca de Crohn. Objetivou-se nesta pesquisa realizar um estudo de
epidemiologia molecular de MAP em rebanhos bovinos, bubalinos e em amostras de
queijo tipo coalho destas espécies. Foram coletadas 109 amostras de fezes e tecidos de
bovinos e bubalinos com suspeita de paratuberculose. 25 amostras foram positivas na
deteccdo do DNA da regido 1S900 de MAP e foi possivel tipificar 18 cepas na analise
da regido 1S1311, sendo 100% delas identificadas como do tipo Cattle subtipo Bison.
Ainda foram analisadas quarenta amostras de queijo tipo coalho artesanal produzido
com leite bovino para deteccdo de DNA de MAP por meio da técnica da técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) para deteccdo da regido
ISO00 do MAP, sendo 11/40 (27,5%) positivas. Tambem foram analisadas duas
amostras de queijo tipo coalho de leite de bufala para isolamento e tipificacdo de MAP,
sendo uma delas positiva no cultivo e PCR e tipificada como pertencente ao tipo Cattle
subtipo Bison. Os resultados deste estudo fortalecem os dados sobre a disseminacdo de
MAP em algumas regides do Brasil em bovinos e bubalinos e identifica de forma
inédita, a ocorréncia da cepa tipo Cattle subtipo Bison de MAP nestas espécies no pais.
Ainda, registra-se a ocorréncia do DNA de MAP em queijo tipo coalho produzido com
leite de vaca e a ocorréncia de MAP viavel em queijo tipo coalho de bufala na regido
nordeste do Brasil. Os resultados obtidos neste estudo ddo o suporte para a

implementacdo de estratégias de controle da paratuberculose no pais.



ABSTRACT

Paratuberculosis is a worldwide disease of great economic impact and incurable in
ruminants, caused by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP). There is
also suspicion of the involvement of this bacterium with diseases in humans such as
Crohn's disease. The objective of this research was to conduct a study of molecular
epidemiology of MAP in cattle herds, buffalo and coalho cheese samples from those
species. A total of 109 samples of feces and tissues from bovines and buffalos suspected
of paratuberculosis were collected. 25 samples were positive in the detection of the
DNA of the 1S900 region of MAP and it was possible to type 18 strains in the analysis
of the region 1S1311, being 100% of them identified as type Cattle subtype Bison. Forty
samples of artisanal coalho cheese produced with bovine milk were analyzed for MAP
DNA detection by the Real Time Polymerase Chain Reaction (qQPCR) technique for
detection of the MAP region 1S900, from those, 11/40 (27.5%) were positive. Also, two
samples of coalho cheese produced with buffalo milk were analyzed for isolation and
typing of MAP, one of which was positive in culture and PCR and typified as belonging
to type Cattle subtype Bison. The results of this study strengthen the data about MAP
dissemination in some regions of Brazil in cattle and buffaloes and of an unprecedented
way identifies the occurrence of subtype Bison strain of MAP in these species in the
country. The occurrence of MAP DNA in coalho cheese produced with cow's milk and
the occurrence of viable MAP in buffalo coalho cheese in the northeast region of Brazil
is also recorded. The results obtained in this study support the implementation of

paratuberculosis control strategies in the country.



1. Introducéo

A pecuéria bovina do Brasil possui grande importancia econémica para o pais
por deter o segundo maior rebanho de bovinos e ser o maior exportador mundial de
carne bovina (DIAS-FILHO, 2016). E, apesar da bubalinocultura ser uma atividade
menos desenvolvida, nas Gltimas décadas esta ganhou destaque no cenario nacional,
deixando de ser apenas uma alternativa para a ocupacgdo de terras impréprias a criacao
de bovinos e passando a ser uma opg¢do economicamente rentavel (SILVA et al., 2014).

Segundo o IBGE (2015), estima-se que no Brasil existem aproximadamente
215.199.488 cabecas de gado bovino; desse total, a maior parte encontra-se na regido
Centro-Oeste (33,78%), seguido da regido Norte (21,91%), Sudeste (18,03%), Nordeste
(13,51%) e Sul (12,78%). Com relacdo a espécie bubalina, estima-se que o Brasil
possua cerca de 1.365.636 cabecas, sendo que a grande maioria pertence a regido Norte
(66,2%), seguido do Sudeste (12,40%), Nordeste (9,52%), Sul (7,45%) e Centro-Oeste
(4,35%).

Apesar das semelhancas zootécnicas entre bubalinos e bovinos, existem algumas
peculiaridades que devem ser consideradas quanto a sanidade dos animais. De uma
maneira geral, os bubalinos podem ser acometidos pelas mesmas enfermidades que os
bovinos, porém, os bufalos podem apresentar maior resisténcia a algumas enfermidades
comuns aos demais ruminantes (RODRIGUES et al., 2008; BATISTA; PACHECO;
VIEDO, 2016).

Porém, uma importante enfermidade que acomete as duas espécies é a
paratuberculose, também conhecida por Doenca de Johne, cujo agente etiolégico é o
Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (MAP). Esta doen¢a causa uma
diarreia crénica e intermitente nessas espécies que leva o animal a uma perda
progressiva de peso, diminuicdo na producdo do leite e, posteriormente, & morte
(DRIEMEIER et al., 1999; MANNING; COLLINS, 2001; MOTA et al., 2010).

Essa enfermidade é responsavel por causar serios prejuizos, pois, propriedades
com animais positivos podem ter perdas econdmicas provocadas pela queda da
producdo de leite, gastos com medicamentos e também aumento de gastos com animais
de reposicdo (BENEDICTUS; DIJKHUIZEN; STELWAGEN, 1987; OTT; WELLS;
WAGNER, 1999).
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No Brasil, apesar da paratuberculose ser uma enfermidade emergente e que ja foi
relatada em 12 estados da Federacgdo, ainda é negligenciada pelos 6rgdos de controle e
fiscalizacdo, sendo de extrema importancia a implementacdo de medidas de controle
sanitario para a enfermidade no pais, o que possibilitaria a melhoria da qualidade e
valorizacdo dos produtos de origem animal no mercado internacional (YAMASAKI et
al., 2013b; BRITO et al., 2016).

Estratégias de controle podem ser melhoradas com a identificacdo da cepa de
MAP circulante (MOTIWALA et al., 2006a). E para identificacdo das cepas, a técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de uma Anélise de Restricdo
Enzimética (REA) da regido 1S1311 do MAP permite uma répida diferenciacdo entre os
tipos Cattle, Sheep e subtipo Bison (MARSH; WHITTINGTON; COUSINS, 1999;
WHITTINGTON et al., 2001; WHITTINGTON; MARSH; WHITLOCK, 2001).

Vale ressaltar que o0 MAP pode estar envolvido na doenca inflamatéria intestinal
humana (doenca de Crohn), hipétese essa levantada ha um século (DALZIEL, 1913) e
que permanece até os dias atuais (ROBERTSON et al., 2017).

A identificacdo da cepa é uma ferramenta promissora na investigacdo
epidemioldgica na obtencdo de uma melhor compreensdo da origem da infeccéo,
identificacdo de fatores de risco que influenciam a transmisséo, caracterizagdo da
patogénese e avaliacdo de programas de controle existentes (MOTIWALA et al.,
2006b).

Devido a essa preocupa¢do, muitas pesquisas tém sido realizadas relatando o
MAP em diversos tipos de alimentos, como, por exemplo, na carne (ALONSO-HEARN
et al., 2009), leite pasteurizado (GRANT; BALL; ROWE, 2002), férmula infantil
(HRUSKA et al., 2011) e queijos (STEPHAN et al., 2007).

Diante do exposto, objetivou-se a realizagcdo de um estudo sobre a epidemiologia
molecular da paratuberculose em rebanhos bovinos, bubalinos e amostras de queijo tipo

coalho destas especies.
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2. Revisao de Literatura

2.1. Etiologia

A paratuberculose é uma enfermidade infectocontagiosa dos animais
domeésticos que cursa com uma inflamacéo intestinal incuravel cronica, principalmente
nos ruminantes. E causada pelo Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP),
um bacilo &lcool 4cido resistente (KENNEDY; BENEDICTUS, 2001). Esse
microrganismo pertencente a familia Mycobacteriaceae, tem um crescimento lento e é
um patogeno intracelular que possui uma parede rica em lipideos (HARRIS;
BARLETTA, 2001; MANNING; COLLINS, 2001).

As micobactérias sdo 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 microrganismo tem de persistir no ambiente. Estudos indicam que o MAP mantido
ao ar livre nas fezes pode sobreviver entre 152 e 246 dias, dependendo das condicdes e
que, aparentemente, os solos secos diminuem o periodo de vida desse microrganismo.
Entdo, levando em conta a longevidade do MAP, os pastos podem permanecer
contaminados por pelo menos um ano (LOVELL,; LEVI; FRANCIS, 1944). Fatores que
podem encurtar o tempo de sobrevivéncia desta bactéria sdo: exposicdo a luz solar, pH
acima de 7,0 e baixo teor de ferro (LARSEN; MERKAL; VARDAMAN, 1956;
JOHNSON-IFEARULUNDU; KANEENE, 1999).

Uma caracteristica importante na epidemiologia desse microrganismo 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). Foi relatado
também que o MAP possui a capacidade de esporular, obtendo assim, maior resisténcia
a fatores fisico-quimicos, entretanto, os autores afirmam que ainda ndo se conhece
claramente 0 mecanismo pelo qual as micobactérias manifestam esse estado (LAMONT
etal., 2012).

Com o advento e evolugéo das técnicas moleculares, uma importante regido do
genoma pertencente ao MAP foi anunciada. Essa sequéncia de nucleotideos no DNA
cromossémico foi descoberta, simultaneamente, em dois laboratorios, sendo
denominado de elemento de insercéo "1S900", presente no MAP de 15 a 18 copias. Este
foi o primeiro elemento de insercdo relatada em micobactérias (COLLINS; GABRIC;
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DE LISLE, 1989; GREEN et al., 1989). Outra sequéncia, utilizada no diagnostico da
doenca de Johne, é a F57, uma sequéncia Unica e especifica do MAP que possui 620
pares de bases (POUPART et al., 1993). A ISMav2 é considerado um elemento de
insercdo que pode ser encontrado no MAP e ndo possui nenhuma similaridade com
elementos pertencentes a outras micobactérias; esta regido foi considerada como uma
Otima ferramenta para o diagnoéstico do MAP (STROMMENGER; STEVENSON;
GERLACH, 2001).

Outra importante regido de inser¢cdo do genoma do MAP é a IS1311, que
embora tenha sido demonstrada tanto em MAP quanto em Mycobacterium avium,
mutacdes em cinco pontos da 1S1311 diferenciam a sequéncia entre as duas especies.
Essas mutacBGes pontuais podem ser direcionadas pela andlise de restricdo enzimatica
(REA) para diferenciar MAP de Mycobacterium avium. Além disso, algumas copias do
IS1311 da cepa tipo Cattle de MAP contém um ponto adicional de mutagdo que pode
ser utilizado para diferenciacdo da cepa tipo Sheep (WHITTINGTON et al., 1998).

2.1.1. Historico da identificacdo das cepas de MAP

A capacidade de diferenciar estirpes do Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) era extremamente limitada. Houve relatos de cepa pigmentada
e ndo pigmentada de MAP em ovelhas e evidéncia in vitro que as cepas que
frequentemente infectavam ovelhas eram diferentes daquelas que infectavam a espécie
bovina (TAYLOR, 1951).

Entretanto, essas diferencas ndo foram suficientes para determinar a estabilidade
genética ou distribuicdo geografica. Até o advento das técnicas de deteccdo de DNA nédo
era possivel caracterizar de forma confiavel as cepas de MAP. Como a caracterizacdo
das estirpes eram muito Uteis para responder a uma serie de questdes epidemiologicas, a
auséncia de tal técnica limitou os estudos epidemioldgicos sobre a paratuberculose
(STEVENSON, 2010).

O primeiro sistema de tipificacdo de DNA aplicado as cepas MAP foi a Anélise
de Restricdo Enzimatica (REA) onde os pesquisadores puderam analisar semelhancas e
diferengas entre trés cepas referenciadas a época. Nesta técnica, o DNA gendmico

purificado de uma estirpe selecionada é digerido com uma endonuclease de restricao e
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os fragmentos produzidos séo separados com base no tamanho por eletroforese em gel
de agarose (COLLINS; De LISLE, 1986).

Posteriormente, a REA foi aplicada a uma colecdo diversa de 50 cepas de MAP
de uma variedade de espécies hospedeiras provenientes de cinco paises; as cepas foram
separadas em dois grupos: aquelas isoladas predominantemente de bovinos que
formaram o grupo tipo cattle (Tipo C) e as cepas isoladas predominantemente de
ovelhas que formaram um segundo grupo, o tipo sheep (Tipo S). Isto estabeleceu pela
primeira vez uma base genética baseada em grande parte em caracteristicas de cultura in
vitro onde muitos isolados de ovelhas se mostraram diferentes dos isolados de bovinos
(COLLINS; GABRIC; DE LISLE, 1990a).

Ainda, com o advento das técnicas de tipagem molecular foi possivel
discriminar geneticamente entre os isolados de MAP outros tipos de cepas como, por
exemplo, a do tipo “Intermedidria” identificada com a técnica molecular de
Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Limitacdo (RFLP) (COLLINS;
GABRIC; DE LISLE, 1990a). Do mesmo modo, uma cepa do tipo bison (tipo B) foi
descrita devido a identificacdo de uma pequena sequéncia distinta de polimorfismo na
sequéncia do genoma de MAP (WHITTINGTON; MARSH; WHITLOCK, 2001). Em
seguida, outras analises revelaram que os isolados do tipo B de animais da india eram
diferentes dos isolados do tipo B dos EUA e os da india passaram a ser conhecidos
como Indian Bison Type (SEVILLA et al., 2005). Vale ressaltar que o uso dos termos
tipo Cattle e Sheep ndo implicaram na especificidade absoluta de hospedeiro, uma vez
que ambos os tipos foram isolados, pelo menos ocasionalmente, de todos os hospedeiros
ruminantes, mas esta designacdo tem utilidade epidemiologica em algumas situacdes
(WHITTINGTON et al., 2000).

Estudos recentes de comparacdo do genoma de MAP ratificaram a diviséo de
isolados de MAP em dois principais tipos: as cepas Sheep e Cattle. Em um dos estudos
é relatado que, apos a analise do genoma ndo houve distingdes que delineassem uma
terceira maior linhagem (tipo Intermediario ou Il1), de modo que os autores agruparam
as cepas de Tipo Il como uma sub linhagem do tipo Sheep (ALEXANDER;
TURENNE; BEHR, 2009). As cepas do tipo Bison também acabaram sendo
classificadas como uma sub linhagem do tipo Cattle (THIBAUT et al., 2012).
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Sabe-se que existem pelo menos duas e talvez outras diferentes linhagens de
MAP que sdo capazes de causar paratuberculose em varios hospedeiros. A verdadeira
diversidade dos isolados de MAP s sera identificada quando métodos de cultura
adequados juntamente com genotipagem apropriada forem aplicados as colegdes
abrangentes e representativas desta bactéria (STEVENSON, 2010).

2.1.2. Diferencgas fenotipicas entre as cepas de MAP

Os tipos de cepas de MAP diferem em relacdo a facilidade com a qual podem ser
isoladas em meios artificiais e suas respectivas taxas de crescimento. As cepas do tipo
Cattle sdo comparativamente faceis de serem isoladas a partir de amostras clinicas e
crescem razoavelmente bem em uma variedade de meios sélidos ou liquidos
suplementados com micobactina J. Essas cepas geralmente apresentam crescimento
detectavel em 4 a 16 semanas. Ja as cepas do tipo Sheep normalmente crescem mais
lentamente e tém requisitos exigentes de cultura e o seu isolamento primario pode levar
de 4 meses até um ano (STEVENSON, 2010).

Os meios solidos mais recomendados para o isolamento de estirpes do tipo
Sheep sdo o Loéwenstein-Jensen e Middlebrook 7H11, ambos suplementados com a
micobactina J (DE JUAN et al., 2006). Vale ressaltar que as cepas tipo Sheep, além da
grande dificuldade para seu crescimento em meios de cultura, também sdo altamente
sensiveis aos procedimentos de descontaminacdo e a certos antibidticos como a
ampicilina ou cloridrato de vancomicina (REDDACLIFF; VADALI; WHITTINGTON,
2003; GUMBER; WHITTINGTON, 2007; WHITTINGTON, 2009).

2.2. Epidemiologia

MAP pode causar enfermidade em varias espécies de animais, acometendo
principalmente os ruminantes e outras espécies como os cdes (GLANEMANN et al.,
2008), suinos (MORAVKOVA et al., 2007) e primatas (MCCLURE et al., 1987).

No Brasil, o primeiro relato da paratuberculose foi feito no Rio de Janeiro em
1915 pelo professor Otavio Dupont (DUPONT, 1915) em bovinos importados da
Belgica e, até o ano de 1999 foram relatados outros casos de paratuberculose no
territorio brasileiro: Rio de Janeiro (SANTOS; SILVA, 1956), Rio Grande do Sul
(RAMOS et al., 1986; DRIEMEIER et al., 1999), Minas Gerais (NAKAJIMA; MAIA,

17



MOTA, 1991), Santa Catarina (PORTUGAL et al., 1979) e Mato Grosso de Sul
(BRAUTINGAM; GLASS; MENDY, 1996). A partir do ano 2000, varios casos de
paratuberculose em bovinos foram diagnosticados por diferentes técnicas laboratoriais
no Brasil (Tabela 1).

Tabela 1: Relatos da ocorréncia de infeccdo por MAP em bovinos no territorio brasileiro
a partir do ano 2000.

Autores Ano Estado Método de Diagnostico Porcer_ltggem
de positivos

Fonseca et al. 2000 Sao Paulo ELISA 37,9%

Ferreira; Fonseca; 2001 RiodeJaneiro ELISA 18%

Lilenbaum

Gomes et al. 2002 Rio Grande do ELISA 39,8%
Sul IDGA 11,4%

Cunha et al. 2003 Goias Exames clinicos e

. . . Relato de caso
anatomo-histopatoldgicos

Silva 2005 Para ELISA 35,4%
Acypreste et al. 2005 Goias ELISA 60,24%
Mota et al. 2007 Pernambuco ELISA 32,3%
Isolamento de MAP 50%
presente nas fezes
Carvalho 2008 Minas Gerais Isolamento Ocorréncia
estimada de
ELISA 3.6%
PCR 1S900
PCR ISMav2

Sequenciamento

Mota et al. 2009 Paraiba Exames clinicos e 1,25%
anatomo-histopatolégicos
e isolamento em HEYM

Costa et al. 2010 Espirito Santo  ELISA (11,4% de 11,4%
amostras positivas)

Yamasaki et al. 2010 RiodeJaneiro ELISA 40%
Isolamento 7%
PCR 15900 33%

Anéatomo-histopatolégicos

Medeiros et al. 2012 Paraiba ELISA (Propriedades com 70,6%
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Saetal.

Yamasaki et al.

Fiss et al.

2013

2013

2015

Pernambuco

Rio de Janeiro

Rio Grande do

Sul

historico)

ELISA (Propriedades sem
historico)

ELISA

Imunohistoguimica

Exames clinicos e
anatomo-histopatoldgicos

gPCR

Exames clinicos e
anatomo-histopatoldgicos

10,08%

2,7%

11,53%

14,70%

(ALBUQUERQUE, 2018)

No Brasil, apesar da bubalinocultura ter destaque econdmico em determinadas

regides do pais, a paratuberculose so6 foi descrita recentemente nesta espécie por MOTA

et al. (2010) em Pernambuco, onde os autores relataram queixas de doenca intestinal

que cursava com diarreia cronica, perda de peso e queda nos niveis de producéo de leite

e carne em algumas propriedades de exploracdo leiteira de alguns Estados da regido

nordeste do pais. Levantaram a hipGtese de que esta enfermidade poderia estar

ocorrendo em outros estados da regido e, desde entdo, outros relatos dessa enfermidade

tém surgido nesta espécie (Tabela 2).

Tabela 2: Relatos da ocorréncia de infeccdo pelo MAP em bufalos no territério brasileiro.

Porcentagem de

Autores Ano Estado Método de Diagnostico o
positivos
Mota et al. 2010 Pernambuco Exame clinico e anatomo-
histopatologico Relato de caso
PCR
Dalto et al. 2012 Maranhéo ELISA 19,58% (28/143)
Reis et al. 2015 Maranhdo Ziehl-Neelsen 4,3% (6/140)
qPCR 5,71% (7/140)
Reis et al. 2016 Maranhdo gPCR 53,84% (7/13)
Brito et al. 2016 Alagoas Exames clinico e

anatomo-histopatolégico

Imunohistoquimica

Identificado foco
em 1 (1,42%)
rebanho de 70
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PCR estudados

Brito et al. 2016 Maranhéo Exames clinico e

. . .- Identificado foco
anatomo-histopatoldgico

em 5 (7,14%)
Imunohistoquimica rebanhos de 70
PCR estudados

(ALBUQUERQUE, 2018)

A transmissdo da bactéria da paratuberculose pode ocorrer primariamente pela
ingestdo de alimentos e &gua contaminados por fezes e amamentagdo (via tetos
contaminados e/ou eliminagdo direta do microrganismo 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 (SWEENEY; WHITLOCK;
ROSENBERGER, 1992; STREETER et al., 1995; MANNING; COLLINS, 2001).

J& foi constatada a transmissdo da mae para o feto. Este tipo de transmissdo
pode ocorrer nos estagios finais da doenca e, talvez, mesmo nas fases pré-clinicas de
doenca (WHITTINGTON; WINDSOR, 2009). A presenca de MAP também ja foi
relatada em amostras de sémen e sangue de bovinos naturalmente infectados por meio
de técnicas moleculares (MUNSTER et al., 2013).

MAP é um patdgeno obrigatorio de animais e o Unico sitio onde se multiplica é
no hospedeiro suscetivel. No ambiente pode sobreviver por longos periodos de tempo
no solo e na &gua, mas é incapaz de se multiplicar fora do hospedeiro.
Consequentemente, a principal fonte de infeccdo de MAP é o animal infectado
(COLLINS, 2003).

Por meio da inoculacdo experimental foi observado que 0s 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 foi possivel observar
uma maior eliminagdo do microrganismo nas fezes pelos animais em idade reprodutiva
(HASONOVA et al., 2009).

Os animais mais jovens necessitam de uma carga infecciosa menor guando
comparados aos animais mais velhos. Animais adultos sdo mais resistentes a infeccéo,
mas se tornam suscetiveis, caso haja uma elevada contaminagdo ambiental
(MCKENNA et al., 2006). Leite cru de vaca tem sido um foco de vigilancia, pois é

reconhecido como um fator importante na transmissao de MAP da vaca para o bezerro.
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Resultados de um estudo demonstraram que a fonte de leite e colostro podem ser fatores
de risco para a infeccdo em bovinos (NIELSEN; BJERRE; TOFT, 2008).

Condic0es predisponentes para a infec¢do incluem a falta de higiene que expde
0s bezerros as fezes de animais mais velhos, ao leite contaminado e, também, a uma
alimentacdo inadequada, alem da baixa condigdo corporal. Em bovinos, a idade do
animal, a resisténcia da raca, a suscetibilidade genética e outras doencas tém sido
apontados como fatores de risco para o desenvolvimento da paratuberculose
(RADOSTITS; GAY; HINCHCLIFF, 2007).

2.2.1. Comparac0es epidemioldgicas entre as cepas de MAP

Em relacdo as espécies acometidas, as cepas tipo Sheep foram isoladas
principalmente, mas ndo exclusivamente, de ovinos e caprinos, sugerindo uma certa
predilecdo por essas especies hospedeiras. Estdo incluidas as cepas tipo Sheep
pigmentadas que foram isoladas e relatadas em ovinos e caprinos na Espanha
(SEVILLA et al., 2007) e Marrocos (BENAZZI; EL HAMIDI; SCHLIESSER, 1996).
Também as cepas do tipo Sheep ndo pigmentadas, como, por exemplo, a que foi
relatada por Traveria et al. (2013), acometendo ovinos na Argentina. Acredita-se, ainda,
que o risco de transmissdo natural de cepas do tipo Sheep de ovelhas e cabras para
bovinos seja baixo e provavelmente s6 ocorre quando 0s animais suscetiveis sao
expostos a altas doses infectantes. Um estudo experimental realizado por Moloney e
Whittington (2008) estimou que a prevaléncia de infecgdes em bovinos australianos

expostos a cepa do tipo Sheep foi inferior a 0,8%.

Ja as cepas do tipo Cattle ndo demonstraram predilecdo de hospedeiro e podem
ser isoladas de uma ampla variedade de espécies selvagens e domeésticas, cativas e de
vida livre, incluindo os ndo ruminantes (GHADIALLI et al., 2004; MOTIWALA et al.,
2004; HUTCHINGS et al., 2010). Porém, vale ressaltar que esta é a cepa
predominantemente isolada de bovinos. O subtipo Bison também ndo se restringem as
espécies de Bisbes e foram isolados de muitas espécies domésticas (SEVILLA et al.,
2005; KUMAR et al., 2008; YADAV et al., 2008; SINGH et al., 2009) e de vida
selvagem e humanos (SINGH et al., 2009). Também ha evidéncias para uma maior taxa
de transmissdo entre espécies submetidas as cepas do tipo Cattle, pois, a mesma cepa
foi encontrada infectando espécies selvagens e ruminantes domésticos em uma mesma
propriedade (STEVENSON et al., 2009; FRITSCH et al., 2012) e a infeccdo entre duas

21



espécies de ruminantes criadas na mesma propriedade (STEVENSON et al., 2009;
DIMARELI-MALLLI et al., 2013).

A transmissdo de MAP também depende da capacidade de sua sobrevivéncia
no ambiente, porém, sdo escassos 0s trabalhos que investigam a resisténcia ambiental
das diferentes cepas desta bactéria. Um estudo realizado por Eppleston et al. (2014)
relatou que a taxa de mortalidade da cepa tipo Sheep foi 2,3 vezes maior em locais de
zonas aridas em comparagdo com zonas temperadas na Australia, enquanto que a cepa

Cattle néo foi muito afetada pelas condigdes ambientais.

2.3. Patogenia e sinais clinicos

A principal porta de entrada do MAP em ruminantes é a digestiva, de modo
que a absorcédo pelas superficies da mucosa é o primeiro passo do processo infeccioso
que ocorre no Tecido Linféide Associado ao Intestino (GALT), que em ruminantes €
organizado em agregados linfoides conhecidos por Placas de Peyer (BEHR; COLLINS,
2010). As celulas M presentes nas Placas de Payer realizam a pinocitose da bactéria
seguido de transcitose que posteriormente serdo fagocitados por macrofagos ou células
dendriticas (DC) na superficie basolateral (MOMOTANI et al., 1988). Uma vez que a
fagocitose é realizada, as células com o MAP sdo transportadas para outras areas do
corpo, incluindo a lamina propria do intestino delgado, os nddulos linfaticos

mesentéricos e a circulacdo periférica (LUGTON, 1999).

Apds a fagocitose, 0 MAP pode permanecer intacto, evadindo 0s mecanismos
bactericidas da célula apresentadora de antigeno (APC), ou pode ser processado e
apresentado aos linfocitos T, gerando um efeito em cascata de resposta imunolégica. A
resposta antigénica leva a formacdo de células epitelidides e células gigantes,
caracterizando o granuloma. E por se tratar de uma bactéria intracelular, esta é capaz de
sobreviver dentro de macrdfagos, inibindo a maturacdo do fagossoma e ocorrendo
multiplicacdo da micobactéria com aumento do volume celular. Em um passo seguinte
ocorre a morte dos macrofagos e liberacdo das bactérias, que, novamente s&o
fagocitadas provocando um aumento no nimero de macréfagos carregados de bactérias
nas vilosidades intestinais e, posteriormente, nas camadas mais profundas da lamina
propria, causando aumento de volume das vilosidades. A lamina propria desagrega-se e
em parte € destruida (SEFFNER, 1988; BEHR; COLLINS, 2010).
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A medida em que o agente se multiplica por semanas ou meses, 0 intestino
espessado torna-se menos habil na absor¢do 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 e a hipoproteinemia

resulta da méa absor¢éo e da enteropatia com perda proteica (SMITH, 2010).

ApoGs a exposicdo inicial ao MAP, ha uma resposta adequada das células T
caracterizada pela liberacdo de citocinas pré-inflamatorias como o interferon gama
(IFN-y) e as interleucinas IL-1a, IL-20 e IL-6a (COUSSENS, 2001). Pelo fato da
bactéria ser amplamente restrita ao crescimento no interior dos macrofagos, as respostas
pré-inflamatérias e citotoxicas sdo essenciais para o controle da infeccdo. No entanto,
durante a fase subclinica tardia da paratuberculose, a resposta pro-inflamatéria do tipo
TH1 é muitas vezes atenuada ou perdida. Entdo, na doenca de fase tardia, uma resposta
do tipo TH2, caracterizada pela producdo de imunoglobulinas G1 (IgG1) predomina e
esta mudanca na resposta imune predominante estd associada a progressao da doenca
clinica (STABEL, 2000; COUSSENS, 2001). A resposta de 1gG1 pode ser desenvolvida
a gqualguer momento a depender da dose infectante do microrganismo e da porta de
entrada. Essa resposta é praticamente o que resta depois que as células pré-inflamatorias
e supressoras comecam a perder o equilibrio. A medida que a infeccdo avanca e as
células pro-inflamatdrias sdo esgotadas, a resposta imune externa predominante seria a
producdo de imunoglobulinas. Entdo, é neste momento que a infeccdo pode ser
classificada como clinica e terminal (COUSSENS, 2004).

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 sdo relatados em casos avancados da enfermidade. Os
animais ainda podem se tornar caquéticos e fracos, levando-os a morte (DRIEMEIER et
al., 1999; OTT; WELLS; WAGNER, 1999; MANNING; COLLINS, 2001; MOTA et
al., 2007).

A infeccdo por MAP é dividida em quatro estagios clinicos e, de acordo com a
severidade dos sinais clinicos, ocorre a eliminag¢do do agente no meio ambiente (BEHR;
COLLINS, 2010).

O estagio | possui como caracteristica uma infeccéo silenciosa onde o MAP se

multiplica lentamente na mucosa intestinal (jejuno e ileo) e posteriormente € 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 diagnostico, incluindo a cultura e a PCR. Caso aconteca a
coleta das amostras desses animais, 0 agente pode ser ocasionalmente detectado em
concentragdes baixas nas fezes (WATERS et al., 2003; BEHR; COLLINS, 2010).

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

No estdgio Ill, os animais j& apresentam a forma clinica da doenca,
caracterizada por perda de peso gradual e diarreia. A localizacao intracelular de MAP na
mucosa intestinal é muito elevada e a capacidade de absorcdo esta bastante reduzida,
ocasionando uma enteropatia com perda de proteinas. Os sinais vitais como frequéncia
cardiaca, frequéncia respiratéria e temperatura apresentam-se normais. Ha também uma
diminuicdo na producédo de leite. Nessa fase, quase todos os animais sdo positivos para
os testes de diagndstico (BEHR; COLLINS, 2010).

O estagio IV é o mais avancado e corresponde a fase em que os animais estao
fracos, caquéticos e, geralmente, tém diarreia profusa crénica. Edema submandibular é
caracteristico desta fase da doenca. A maioria dos animais é enviada ao abate nesta fase.
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 especies em questdo. As lesGes classicas, descritas em bovinos e
bubalinos, incluem um ileo ondulado e espessado, com ganglios linfaticos mesentéricos
edematosos e aumentados de volume e linfangiectasia. As principais lesdes
microscopicas incluem enterite, linfadenite e linfangite granulomatosa que se

caracterizam por infiltrado inflamatério composto por macrofagos, células epitelidides e

24



células gigantes de Langhans com presenca de bacilos &lcool-4cido resistentes
(BUERGELT etal., 1978; DRIEMEIER et al., 1999; MOTA et al., 2007, 2010).

2.3.1. Viruléncia e patogenicidade das cepas de MAP

Evidéncias indicam que as cepas de MAP diferem em viruléncia e podem estar
associadas a diferentes formas imunopatoldgicas da doenca. Um fator determinante da
viruléncia é a capacidade do MAP infectar e se multiplicar no interior das células logo
apos adentrar a superficie do epitélio intestinal (STEVENSON, 2010).

Uma pesquisa realizada na espécie bovina por Janagama et al. (2006) revelou
que as cepas tipo Cattle foram encontradas em nUmero relativamente maior em
macrofagos quando comparadas com um isolado tipo Sheep. Outro estudo experimental
realizado em cervos utilizando um isolado do tipo Cattle estabeleceu infec¢do em 100%
dos animais, em contrapartida, a taxa de infeccdo foi de 69% com a mesma dose de uma
estirpe do tipo Sheep foi usada nesta espécie, sugerindo que as cepas deste Ultimo

podem ser menos virulentas para esta espécie (O’BRIEN et al., 2006).

Estudos indicam que diferentes cepas podem desempenhar papéis diferentes na
resposta imune do hospedeiro, o que pode determinar as diferencas patoldgicas
observadas nesta enfermidade. Janagama et al. (2006) investigaram respostas de
citocinas as diferentes cepas de MAP em um sistema de Macrofagos Derivados de
Mondcitos (MDM) de bovinos; os resultados sugerem que os isolados de bovinos
(B1018) e humanos (Hu6) induzem as vias anti-inflamatoérias nos macréfagos, enquanto

que o isolado de ovino (S7565) induz uma via pro-inflamatéria.

Motiwala et al. (2006a) realizaram um estudo semelhante, porém, utilizaram
uma linhagem de células de monocitos de humanos com diferentes cepas. Os resultados
da pesquisa sugerem que as respostas dos macrofagos ao MAP de bovino e humano
independentemente do gendtipo provocam respostas anti-inflamatérias comuns, um
atributo provavelmente associado a uma bem sucedida infeccdo e persisténcia no
hospedeiro. Ja estes padrdes de expressdo diferiram significativamente daqueles
monocitos infectados com isolados de ovino. Os autores relataram que embora 0s niveis
de expressao induzidos pelo isolado do subtipo Bison fossem diferentes em comparagao
com os isolados de bovinos e humanos, estes seguiram de forma semelhante a via anti-

inflamatdria e anti-apoptotica.
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Também foi verificado que a infeccdo com isolados tipo Cattle de diferentes
genétipos resultou em um padrdo comum caracterizado por lesbes focais,
principalmente nos linfonodos mesentéricos, bem como a presenca de tecido fibroso e
ocasionalmente necrose e numerosas células gigantes de Langhans nos granulomas. Ja a
infeccéo pelo tipo Sheep induziu lesdes mais graves ocorrendo principalmente no tecido
linfatico intestinal; neste caso ndo foram observadas necrose, fibrose e células gigantes.
Verificou-se, ainda, que as lesdes induzidas pelo tipo Sheep foram mais severas do que
as induzidas por cepas tipo Cattle, sugerindo que esta dltima possui um
desenvolvimento lento e localizado nos estagios iniciais da infeccdo (VERNA et al.,
2007).

2.4. Métodos de diagndstico da Paratuberculose

Para deteccdo dos bacilos &lcool-acido-resistentes (BAAR) podem ser
utilizados métodos de coloracdo como a de Ziehl-Neelsen, sendo possivel a observacdo
desse microrganismo em amostras de fezes ou tecidos (MANNING; COLLINS, 2001).

A infeccdo nos estagios iniciais (I e 1) pode ser detectada pela mensuracdo das
respostas especificas das células do sistema imune mediado por ensaio de liberacdo de
IFN-y (WOOD et al., 1989). Porém, existem limitacdes para esse teste e uma delas é a
logistica para transportar a amostra do local de coleta para o laboratorio por ter que
acontecer dentro de oito a doze horas, comprometendo as células T produtoras de IFN-
y. Outra limitacdo é o alto custo para manutencdo de um laboratério com essa
tecnologia (MAROUDAM et al., 2015).

A utilizacdo de meios de cultura para o isolamento de 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 solidos. E dificil
determinar a sensibilidade da cultura assim como o isolamento de MAP nos estagios
iniciais da doenca, mas este é considerado o método padrdo para diagnostico desta
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).
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Uma caracteristica importante de qualquer protocolo de cultura é a sua
capacidade para prevenir o crescimento de contaminantes que podem estar presentes na
amostra. No meio solido, as col6nias de MAP podem ndo ficar visiveis entre as colonias
de outros microrganismos, mas, por vezes, ainda pode ser detectado na PCR (SECOTT
et al., 1999; WHITTINGTON; WINDSOR, 2009). Entretanto, apesar das medidas
adequadas de descontaminacéo, as culturas sdo, muitas vezes, perdidas em decorréncia
da contaminacdo (VARY et al., 1990).

A sensibilidade da PCR para amostras fecais € equivalente a da cultura, sendo
que a técnica molecular apresenta uma maior especificidade, devido aos primers
utilizados para evitar a deteccdo de bactérias ambientais (KAWAIJI et al., 2007). Para a
deteccdo de MAP, o gene alvo mais utilizado é a regido 1S900 que foi descrito 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 alvo numa PCR de
diagnédstico por Vary et al. (1990). Alguns dos estudos mais citados, onde a PCR
convencional foi aplicada na pesquisa de MAP, incluem investigacdes sobre a presenca
da bactéria em tecidos de pacientes com a doenca de Crohn (MOSS et al., 1992;
SANDERSON et al., 1992) e pesquisa em leite (MILLAR et al., 1996).

A PCR em Tempo Real oferece uma abordagem eficiente para a deteccdo 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 é
reforcada pela utilizacéo de sondas (MACKAY, 2004).

A técnica de Imuno-histoquimica também tem sido utilizada para a deteccao de
MAP em animais acometidos, obtendo-se resultados mais sensiveis quando comparado
com o isolamento em meios de cultura (THORESEN; FALK; EVENSEN, 1994).

Testes soroldgicos séo utilizados no diagndéstico da infec¢do ou confirmacédo da
doenca como: Imunodifusio em Gel de Agar (IDGA), ELISA e Fixacdo do
Complemento (FC). O IDGA pode ser util para a confirmagdo de casos clinicos,
entretanto as taxas de sensibilidade e especificidade foram insatisfatérias para o
diagnostico da doenca subclinica (estagios | e Il da doenca) (FERREIRA; FONSECA;
LILENBAUM, 2002). O teste de Fixacdo do Complemento demonstrou ser menos

eficiente na detecgdo de infec¢do subclinica quando comparado ao ELISA, pois este
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ultimo foi capaz de detectar anticorpos em estagio mais inicial da infeccdo quando
comparado a FC (YOKOMIZO et al., 1991).

Vale ressaltar que a progressdao da infeccdo aos diferentes estagios da
enfermidade varia e vai depender da resposta imune individual dos animais. Portanto,
nenhum teste de diagnostico Unico pode ser aplicado para detectar a infeccdo em todos
os estdgios (MAROUDAM et al., 2015).

Em relacdo a caracterizacdo de cepas de MAP, a técnica de Polimorfismo de
Comprimento de Fragmento de Limitacdo (RFLP) na sequéncia de insercdo 1S900 tem
sido o sistema de tipificagdo mais utilizado (WHITTINGTON et al.,, 2000;
MOTIWALA et al., 2006b). Nesta técnica, 0 DNA genémico é digerido com enzimas
de restricdo que cortam a regido 1S900 estudada em fragmentos menores; os fragmentos
de DNA produzidos sdo entdo separados por eletroforese em gel de agarose e o
resultado é posteriormente comparado com outras sequéncias padrGes de MAP para
auxiliar na definicdo de caracteristicas genotipicas do microrganismo (BEHR;
COLLINS, 2010). Porém, apesar do método de PCR-RFLP 1S900 ser o mais utilizado
na diferenciacdo entre linhagens de MAP de bovinos e ovinos, € considerado um
método complexo, caro e que requer uma grande quantidade de material genético
(COLLINS; GABRIC; DE LISLE, 1990b). J4 a PCR-REA da regido 1S1311 de MAP
permite uma réapida diferenciacdo entre os tipos Cattle, Sheep e subtipo Bison devido as
mutacdes pontuais estaveis nessa sequéncia de insercdo (MARSH; WHITTINGTON;
COUSINS, 1999; WHITTINGTON et al., 2001; WHITTINGTON; MARSH;
WHITLOCK, 2001).

2.5. Saude Publica

Um dilema para o controle da paratuberculose é se 0 MAP é estritamente um
patdgeno de animais ou se também & um agente que pode causar infeccdo no homem,
associado a etiologia da doenca de Crohn. A hipotese de que o MAP pode causar
doenca inflamatdria intestinal humana remonta ha um século (DALZIEL, 1913) e o
interesse na associacdo de MAP com a doenca de Crohn foi estimulado por uma revisao
do assunto realizada por Chiodini (1989).

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

principalmente o ileo. A resposta inflamatoria granulomatosa transmural no ileo é
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indicativa de doenca de Crohn e hd uma consideravel semelhanca entre a histopatologia
do intestino de bovinos com paratuberculose (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 0 DNA
desta bactéria, por meio da PCR, em criangas com a doenca de Crohn. Naser et al.
(2000) isolaram a bactéria em leite materno de pacientes com a doenga de Crohn. Além
disso, Naser et al. (2004), conseguiram o isolamento e a detec¢cdo do DNA de MAP no
sangue de pessoas com a doenca de Crohn. De 28 pacientes, obteve-se a cultura positiva
em 14.

A bidpsia também tem sido utilizada para investigar a presenca de MAP em
intestino como relatam Bull et al. (2003), que, utilizando a PCR em amostras de bidpsia
detectaram o DNA em 92% (34/37) dos pacientes com a Doenca de Cronh contra 26%
(9/34) de pacientes sem essa enfermidade. Lesdes na mucosa oral ja foram relatadas em
mais de 40% dos pacientes com doenca de Crohn (PITTOCK et al., 2001; HARTY et
al., 2005). Um estudo que utilizou bidpsias da mucosa oral de pacientes com a doenca
de Crohn conseguiram detectar o DNA da regido 1S900 do MAP em oito pacientes de
um total de 23.

Além da doenca de Crohn, o0 MAP também foi associado a outras enfermidades
como a sarcoidose e sindrome de Blau (DOW; ELLINGSON, 2010), diabetes tipo 1
(SECHI et al., 2008; COSSU et al., 2011), tireoidite de Hashimoto (D’AMORE et al.,
2010; PINNA et al., 2014) e esclerose multipla (COSSU et al., 2011; FRAU et al.,
2015). Na diabetes autoimune, tireoidite e esclerose multipla, suspeita-se que esta
bactéria induza a patologia devido ao mimetismo molecular entre os elementos
proteicos que constituem a bactéria e os elementos que constituem o 6rgao alvo do
hospedeiro (MASALA et al., 2011, 2014; PINNA et al., 2014). O mimetismo molecular
por um microrganismo foi colocado como hipdtese por iniciar e exacerbar uma resposta
autoimune através de sequéncias ou semelhangas estruturais com antigenos do proprio
organismo (CUSICK; LIBBEY; FUJINAMI, 2012). A febre reumética é um dos
melhores exemplos de mimetismo molecular entre estreptococos e antigenos
hospedeiros que conduzem a glomerulonefrite e doenca cardiaca reumatica
(ZABRISKIE; HSU; SEEGAL, 1970; GUILHERME; KALIL; CUNNINGHAM,
2006).
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Se existe algum tipo de associagdo, 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 é uma potencial fonte de transmissdo de
microrganismos viaveis de bovinos para humanos, mesmo ap0s a pasteurizacao
(ELLINGSON et al., 2005; GRANT, 2005). Na literatura sdo varias as pesquisas que
relatam a detecgdo desta bactéria em diversos tipos de alimentos (Tabela 3).

Tabela 3: Relatos da detec¢do de MAP em amostras de leite, queijo, leite em pd e carnes no mundo.

Autores Ano Localidade Tipo de Alimento Meétodo de Detec¢ao (Positivos)
i PCR 1S900 (49%
HRUSKAetal. 2005 ™M Formula Infantil (49%)
Europeia gPCR F57 (35.3%)
i Leite Cru PCR (7,8%) / Isolamento (1.6%
GRANT etal, 2002 ~ _Jniao (7.8%) (L.6%)

Europeia Leite Pasteurizado PCR (11,8%) / Isolamento (1.8%)

Isolamento (Negativo)

STEPHAN et al. 2007 Suica Queijo
gPCR F57 (4.2%)

ALONSO- 0
HEARN et al. 2009 Espanha Carne PCR e Isolamento (13%)
;:IARVALHO et 2009 Brasil Leite Cru PCR 1S900 (3.6%)
WILLIAMS; - .
WITHERS 2010 Escocia Queijo PCR 15900 (25%)

) N PCR 1S900 (10%)
FARIA et al. 2014 Brasil Queijo

Isolamento (3.3%)

gPCR 1S900 (4,9%)
Isolamento (Negativo)

ACHARYA etal. 2017 Australia Formula Infantil

PCR 15900 (16.5%
ALBUQUERQUE ., Brasil Leite Cru ( )

etal. gPCR 15900 (28.1%)
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Objetivos

2.1. Objetivo geral

Realizar um estudo sobre a epidemiologia molecular da paratuberculose em

rebanhos bovinos, bubalinos e amostras de queijo tipo coalho destas espécies.

2.2. Objetivos especificos

Detectar a regido 1S900 do Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em
amostras biologicas provenientes de bovinos e bubalinos de algumas regides do

Brasil na técnica da PCR.

Tipificar Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis de amostras bioldgicas
provenientes de bovinos e bubalinos de algumas regifes do Brasil pela técnica
da PCR-REA da regido 1S1311.

Detectar a regido 1S900 do Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em
amostras de queijo tipo coalho provenientes do Estado de Pernambuco pelo
método da gPCR.

Isolar e tipificar Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis de amostras de

queijo coalho de bufala com a técnica da PCR-REA da regido 1S1311.
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4.  Artigos Cientificos

4.1. Artigo1l

Primeiro estudo epidemiolégico molecular de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis em bovinos e bufalos de diferentes regides do
Brasil

Resumo: Paratuberculose é uma doenga de grande impacto econdémico mundial e
incuravel nos  ruminantes, causada por Mycobacterium  avium  subsp.
paratuberculosis (MAP). Objetivou-se neste estudo realizar um estudo sobre a
epidemiologia molecular do MAP, empregando a técnica de Analise de Restri¢do
Enzimética (REA) da regido 1S1311 do MAP em amostras bioldgicas de fezes, tecido
intestinal e linfonodos mesentéricos de bovinos e bubalinos de seis estados do Brasil.
No total foram coletadas 109 amostras de fezes e tecidos de bovinos e bubalinos com
suspeita de paratuberculose. 25 amostras foram positivas na deteccdo do DNA da
regido 1S900 de MAP e foi possivel tipificar 18 cepas na analise da regido 1S1311,
sendo 100% delas identificadas como do tipo Cattle subtipo Bison. Este € o primeiro
estudo da epidemiologia molecular de MAP no Brasil. Os resultados indicam que a
paratuberculose esta disseminada em bovinos e bubalinos em vérias regides do Brasil e
demonstram que a cepa tipo Cattle subtipo Bison de MAP ¢ a Unica identificada no
Brasil. Estes resultados ddo o suporte necessario para a implementacdo das estratégias

de controle da paratuberculose em bovinos e bubalinos no Brasil.

Palavras chave: paratuberculose, diarreia, 1IS900, 1S1311, REA.
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1. Introdugéo

A paratuberculose é uma enfermidade infectocontagiosa dos animais domésticos
que cursa com uma inflamacdo intestinal incurdvel crénica, principalmente nos
ruminantes. E causada pelo Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), um
bacilo alcool acido resistente (KENNEDY; BENEDICTUS, 2001). Devido as grandes
perdas econémicas relacionadas a perda de peso, queda na produgdo de leite e até
restricdo para o transporte de animais infectados e também pela suspeita de que 0 MAP
possa estar envolvido na doenca de Crohn em seres humanos, programas de controle
foram estabelecidos para reduzir a disseminacdo desse agente em muitos paises
(MENDOZA; LANA; DIAZ-RUBIO, 2009).

No Brasil, apesar da paratuberculose ser uma enfermidade emergente e que ja foi
relatada em 12 estados da Federacdo, ainda é negligenciada pelos 6rgdos de controle e
fiscalizacdo, sendo de extrema importancia a implementacdo de medidas de controle
sanitario para a enfermidade no pais, o que possibilitaria a melhoria da qualidade e
valorizacdo dos produtos de origem animal no mercado internacional (YAMASAKI et
al., 2013; BRITO et al., 2016).

Estratégias de controle para esta enfermidade podem ser melhoradas com a
identificacdo da cepa de MAP circulante, por ser esta uma ferramenta promissora na
investigacdo epidemioldgica para a obtengdo de uma melhor compreensao da origem da
infeccdo, identificacdo de fatores de risco que influenciam a transmissédo, caracterizacao
da patogénese e avaliacdo de programas de controle existente (MOTIWALA et al.,
2006).

Com o advento das técnicas moleculares foi possivel discernir com melhor
precisdo as estirpes de MAP, ndo ficando restrito apenas as caracteristicas
macroscépicas em cultivo (Stevenson, 2010). Com base na analise de Polimorfismo no
Comprimento do Fragmento de Restricdo (RFLP) e Analises de Restricdo Enzimatica
(REA), as cepas de MAP foram classificadas em tipos de “Cattle (C), Sheep (S), Bison
(B) e Intermediate (I)” (COLLINS; GABRIC; DE LISLE, 1990; DE LISLE; COLLINS;
HUCHZERMEYER, 1992; PAVLIK et al., 1995, PAVLIK et al, 1999;
WHITTINGTON; MARSH; WHITLOCK, 2001).

Porém, estudos mais recentes de comparacdo de todo o genoma do MAP

corroboram com a divisao de isolados de MAP em dois principais tipos: as cepas S e C.
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Um dos estudos relata que, apés a analise do genoma, ndo houve distin¢cbes que
delineassem uma terceira maior linhagem, a do tipo Intermediate de modo que essa cepa
foi agrupada como uma sub linhagem do Tipo Sheep (ALEXANDER; TURENNE;
BEHR, 2009). As cepas do tipo Bison também foram classificadas como uma sub
linhagem das cepas tipo Cattle (THIBAUT et al., 2012; STEVENSON, 2015).

No Brasil, a cepa Cattle foi recentemente identificada em leite de cabra, porém,
ndo existem ainda dados sobre quais cepas de MAP circulam em bovinos e bubalinos no
pais (SOUZA et al., 2016).

Desta forma, objetivou-se com esta pesquisa realizar a tipificagdo de MAP de
amostras de fezes e tecidos de bovinos e bubalinos com suspeita de paratuberculose em

seis estados do Brasil, utilizando a Analise de Restricdo Enzimatica.

2. Metodologia

2.1. Amostragem

Foram coletadas 43 amostras de fezes de bovinos, das quais, 22 foram do Estado
de Minas Gerais, uma da Paraiba, 12 de Pernambuco e oito de S&o Paulo. Além disto,
foram coletadas 11 amostras de fezes de bdfalos do Estado do Maranh&o e 55 amostras
de tecidos intestinais e linfonodos mesentéricos, sendo seis do Estado de Alagoas e 49
de Maranh&o. As amostras de fezes e tecidos foram obtidas de animais com suspeita de

paratuberculose e que apresentavam lesdes sugestivas a necropsia ou no abate.

2.2. Coleta das amostras de fezes e tecidos

As amostras de fezes dos bovinos e bubalinos foram coletadas diretamente da
ampola retal, utilizando-se sacos plasticos para o armazenamento e foram identificadas
e encaminhadas em caixas com gelo reciclavel ao laboratorio para processamento. As
amostras de tecidos intestinais e linfonodos mesentéricos foram coletadas durante a
inspecédo post mortem dos bubalinos durante o abate. As al¢as intestinais foram abertas
e aquelas que apresentavam lesdes sugestivas de paratuberculose foram coletadas
juntamente com os linfonodos mesentéricos adjacentes. As amostras de tecidos foram
identificadas e acondicionadas em caixas com gelo reciclavel e encaminhadas ao

laboratorio para a extracdo do DNA.

2.3. Extragdo do DNA das amostras
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As amostras de fezes e tecidos foram submetidas a extracdo de DNA utilizando-se
0s kits comerciais “QIlAamp DNA Stool Mini Kit” e “QIlAamp DNA Mini Kit”,

respectivamente, utilizando-se o protocolo do fabricante.

2.4. Deteccao molecular da regido 1S900 do MAP

O DNA extraido foi submetido as amplificagbes em um volume final de 15uL
contendo: 5uL de DNA gendmico; 0,5uL dos primers especificos para 1IS900 a 20pMol
(DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ e 0 DR-1: 5’-
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 reacdes foi realizado em um termociclador XP Thermal Cycler
(Bioxer Technology CO. LTD) com desnaturacgdo 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 extenséo
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.

2.5. Tipificacdo do MAP

Para a tipificacdo do MAP foi realizada a PCR para a regido 1S1311 com
posterior digestdo enzimatica das amostras que foram positivas para a regido 1S900 do
MAP. Para realizacdo da PCR 1S1311, o DNA foi submetido as amplificacbes em um
volume final de 25uL contendo: 6,5uL de DNA gendémico; 1uL dos primers especificos
para IS1311 a 10pMol (M56: 5'- GCG TGA GGC TCT GTG GTG AA-3" e M119: 5'-
ATG ACG ACC GCT TGG GAG AC-3") (MARSH; WHITTINGTON; COUSINS,
1999); 4uL de agua Mili-Q ultrapura e 12,5uL de MasterMix (mistura para PCR -
Promega®) de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das reacdes foi
realizado em um termociclador XP Thermal Cycler (Bioxer Technology CO. LTD) com
uma desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 37 ciclos a 94°C por 30
segundos para desnaturacdo, 64°C por 30 segundos para o anelamento e 72°C por 1
minuto para a extensdo, com um ciclo final de 72°C por 10 minutos (KAUR et al.,
2010). Entdo, a andlise com enzimas de restrigdo foi realizada utilizando as enzimas
Hinfl e Msel como descrito por Kaur et al. (2010) e Sevilla et al. (2005) com algumas

modificagdes. Resumidamente, 0 DNA para 1S1311 foi submetido as enzimas de

55



restricdo em um volume final contendo: 0,25 ul de cada enzima (10 U/ pl), 3 pl de agua
Mili-Q ultrapura 5ul of 10x tampdo e 15 pl do produto da PCR. A mistura final sera
entdo encubada a 37°C por 2 horas em banho maria a seco. O produto da digestdo foi
entdo observado por eletroforese em gel de agarose a 4%, corados com bluegreen e
visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados. Os gendtipos foram entéo
identificados pelos padrdes de migracdo dos fragmentos descritos por Marsh et al.

(1999), como observados na tabela 2.

Tabela 1: Tamanhos de bandas esperadas logo apds a digestdo pelas enzimas de restricdo (Hinfl
e Msel) do produto de PCR da regido 1S1311.

Produto da PCR Identificacdo da cepa Tamanho da banda (pb)
1S1311
608pb M. avium subsp paratuberculosis (Sheep) 285, 323

M. avium subsp paratuberculosis (Cattle) 67, 218, 285, 323
M. avium subsp paratuberculosis (Bison) 67, 218, 323
M. avium subsp. avium 134, 189, 285

2.6. Sequenciamento das amostras para validacdo da PCR 1S1311

Para validar as amplificacdes, as amostras que foram positivas na PCR da regido
IS1311 do MAP foram encaminhadas para o sequenciamento. As amostras foram
purificadas utilizando-se o QIAquick Gel Extraction kit® (Qiagen) de acordo com as
instrugdes do fabricante e sequenciadas bidirecionalmente por protocolos padrdo usando
o0 BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) em um sequenciador automatizado ABI-PRISM 3130 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). As sequéncias foram analisadas utilizando-se a plataforma do
Basic Local Align Sequence Tool (BLAST; www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.7. Comité de Etica da Pesquisa
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco sob a licenca n® 123/2015.

3. Resultados

Das 43 amostras de fezes bovinas analisadas, 7 (16,27%) foram positivas na
deteccdo do DNA da regido 1S900 de MAP. Dessas amostras positivas, 2 (28,57%)
foram do Estado de S&o Paulo; 1 (14,28%) da Paraiba e 4 (57,14%) de Minas Gerais.
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Em relagdo aos bubalinos, das 11 amostras de fezes analisadas do Estado do
Maranhdo, 1 (9,09%) foi positiva para a regido 1S900 do MAP. Na anélise molecular
das 55 amostras de tecidos desta espécie, 17 (30,90%) foram positivas para a detec¢édo
da regido 1S900 do MAP, sendo 5 (29,41%) do estado de Alagoas e 12 (70,58%) do

estado do Maranhdo (Figura 1).

Na analise da regido 1S1311 foi possivel realizar a tipificacdo de 18 cepas das 25
positivas na PCR e 100% delas foram tipificadas como pertencentes ao tipo Cattle,

subtipo Bison (Figura 1 e 2).

MM 01 02 03 04 05 06 07 08 09 MM O1 02 03 04 05 O6 07 08 09 10 11 12, 13

o bt ettt
100pb y z

Figura 1: A — Resultado da PCR para regido 1S1311: MM — Marcador molecular de 100pb; 01,
04, 05, 08, 09 — Amostras positivas na reacdo, na altura de 608pb; 02, 03, 06, 07 — Amostras
negativas na reacdo. B — Resultado da analise com enzimas de restricdo (Hinfl e Msel) do
produto da PCR para regido 1S1311: MM — Marcador molecular; 01-13 resultado da digestdo
enzimatica de varias amostras, resultando em trés fragmentos nas alturas de 67pb, 218pb e
323pb, sendo caracterizadas como pertencentes ao tipo Cattle, subtipo Bison.

Estado do Maranhao (Bubalino) Estado da Paraiba (Bovino)
Amostras Analisadas: Amostras Analisadas:

+ Tecido: 49 ¢ Fezes:1

+ Fezes: 11 Amostras Positivas 1S900: 1 (100%)
Amostras Positivas 1S900: * Tipificagdo da amostra positiva:

+ Tecido:12 ¢ Tipo Cattle-Subtipo Bison: 100%

* Fezes:1
Tipificacdo de 10 amostras Positivas: '
¢+ Tipo Cattle-Subtipo Bison: 100%

\ J Estado de Pernambuco (Bovinos)
t Amostras Analisadas:
Estado de Minas Gerais (Bovinos) + Fezes:12
-

Amostras Analisadas: 22 Amostras Positivas 1S900: 0 (0%)

Fezes: 22 Tipificagdo das Positivas:
Amostras Positivas 1S900: 4 ¢ Sem tipificagdo
Tipificagdo de 01 amostra positiva: ’

* Tipo Cattle-Subtipo Bison: 100% ‘

Estado de Alagoas (Bubalinos)

Estado de S3o Paulo (Bovinos) 1 Amostras Analisadas:
Amostras Analisadas: 08 (fezes) ¢ Tecido: 6
+ Fezes:8 Amostras Positivas 1S900: 5

Amostras Positivas 1S900: 2 Tipificacdo de 4 amostras das
Tipificagdo das 2 amostras positivas: positivas:
* Tipo Cattle-Subtipo Bison: 100% * Tipo Cattle-Subtipo Bison: 100%

Figura 2: Distribuicdo geografica das amostras analisadas e positivas na PCR para a regido
IS900 do MAP e resultado da tipificacdo por REA.

As 18 cepas tipificadas neste estudo foram encaminhadas para o sequenciamento

molecular para valida¢do da técnica, o que demonstrou uma similaridade que variou de
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97% a 100% com uma sequéncia depositada no BLAST pertencente ao tipo Cattle,
subtipo Bison do MAP (Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis isolate Bison

insertion sequence 1S1311, partial sequence).

4. Discussao

Paratuberculose é uma enfermidade crénica incurdvel dos ruminantes de grande
importancia para a economia causada pelo Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP). Apesar de a paratuberculose ser uma enfermidade considerada
limitada a uma ou varias regiées no Brasil pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2016), casos da doenca ja foram relatados anteriormente em
bovinos em 11 estados brasileiros (YAMASAKI et al., 2013). Em relacdo a espécie
bubalina, a paratuberculose foi recentemente diagnosticada no estado de Pernambuco
por Mota et al. (2010) e desde entdo surgiram outros focos da enfermidade em rebanhos
de outras regides do pais (DALTO et al., 2012; BRITO et al., 2016).

No Brasil, recentemente foi descrita a primeira tipificagdo molecular do MAP
em leite caprino no municipio de Vigosa, MG, que também foi do tipo Cattle, mas nao
do subtipo Bison (SOUZA et al., 2016). E importante ressaltar que nossos resultados
referentes a identificacdo da cepa de MAP sdo inéditos no Brasil para as espécies bovina
e bubalina, além de abranger duas das cinco regides do pais. Esses dados sdo de grande
impacto para a epidemiologia molecular desta enfermidade em ruminantes. As
estratégias de controle podem ser implementadas pelos érgédos oficiais do Ministério da
Agricultura para evitar a disseminacdo desta bactéria para outras areas do pais. Estes
resultados também d&o suporte para uma melhor compreensdo sobre a origem da
infeccdo, a identificacdo de fatores de risco que influenciam a transmisséo e
caracterizagdo da patogénese (MOTIWALA et al., 2006).

Boa parte dos estudos anteriores indicou que as cepas tipo Cattle de MAP eram
as mais encontradas em bovinos em paises da Oceania, América do Norte e América do
Sul (COLLINS; GABRIC; DE LISLE, 1990; WHIPPLE; KAPKE; VARY, 1990;
MOREIRA et al., 1999; COUSINS et al., 2000; WHITTINGTON et al., 2000). A cepa
do tipo Sheep, mesmo que em menor frequéncia, também tem sido relatada na América
do Sul como a Argentina (TRAVERIA et al., 2013).
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O fato de todas as cepas deste estudo terem sido identificadas como pertencentes
ao tipo C subtipo Bison sugere que esta cepa pode ter sido introduzida no Brasil por
rebanhos importados da India, pois, historicamente foram realizadas introduces de
bovinos e bubalinos da india para o Brasil. Na india, a principal cepa de MAP que
acomete a espécie bovina pertence também ao subtipo Bison (DOMINGUES, 1966;
ZAVA, 1984; SONAWANE; NARNAWARE; TRIPATHI, 2016). Porém, estudos mais
aprofundados sobre a origem desta cepa no Brasil devem ser realizados para comprovar

essa teoria.

O método de PCR-RFLP 1S900 € o mais utilizado para a diferenciacdo entre
linhagens de MAP em bovinos e ovinos, porém, é um método complexo, caro e que
requer uma grande quantidade de material genético (COLLINS; GABRIC; DE LISLE,
1990). J& a PCR-REA da regido 1S1311 do MAP permite uma rapida diferenciacdo
entre os tipos Cattle, Sheep e subtipo Bison devido as mutagdes pontuais estaveis nessa
sequéncia de insercdo (MARSH; WHITTINGTON; COUSINS, 1999; WHITTINGTON
etal., 2001; WHITTINGTON; MARSH; WHITLOCK, 2001).

Janagama et al. (2006) e Motiwala et al. (2006) relataram que as cepas tipo
Cattle do MAP sdo capazes de produzir uma resposta imune no hospedeiro que
estimulam as vias anti-inflamatdrias e anti-apoptéticas, diferente das cepas do tipo
Sheep, que geralmente induzem uma resposta pro-inflamatéria em macrofagos. Outros
estudos indicam que as cepas do tipo Sheep causam lesdes mais severas no hospedeiro
quando comparadas com o tipo Cattle que acomete principalmente os tecidos linfaticos
intestinais; este estudo sugere ainda que, diferente do tipo Sheep, as cepas do tipo Cattle
possuem um crescimento mais lento e localizado na infeccdo inicial (VERNA et al.,
2007). Essas informacdes ajudam a justificar o motivo pelo qual a cepa tipo Cattle é
majoritariamente identificada, pois, esta consegue ocasionar a infec¢do e persistir no
hospedeiro de forma subclinica por mais tempo. Desta forma, 0 microrganismo pode se
multiplicar no animal infectado e se disseminar por um periodo maior de tempo até sua

identificacdo para que medidas possam ser tomadas.

Acredita-se, ainda, que o risco de transmissao natural de cepas de tipo Sheep de
ovelhas e cabras para bovinos seja baixo e provavelmente so ocorre quando 0s animais
suscetiveis sdo expostos a altas doses infectantes (MOLONEY; WHITTINGTON,

2008). Ja as cepas de MAP tipo Cattle ndo demonstram predilecdo por hospedeiro e
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podem ser isoladas de uma variedade de espécies selvagens e domésticas, cativas e de
vida livre, incluindo os ndo ruminantes (GHADIALI et al., 2004; MOTIWALA et al.,
2004; HUTCHINGS et al., 2010). Vale ressaltar que o uso dos termos tipo Cattle e tipo
Sheep ndo implicam na especificidade absoluta de hospedeiro, uma vez que ambos 0s
tipos foram isolados, pelo menos ocasionalmente, de todos os hospedeiros comuns de
ruminantes, mas a designacdo tem utilidade epidemioldgica em muitas situacoes
(WHITTINGTON et al., 2000).

Apesar das controversias sobre o envolvimento do MAP na saude publica, existe
a suspeita de que esta bactéria esteja envolvida na doenca de Crohn em humanos e caso
exista de fato esta relacdo, os achados deste trabalho merecem atengdo também nesse
aspecto, pois, a grande maioria dos isolados de MAP provenientes de humanos com
doenca de Crohn foram tipificadas como pertencentes ao tipo Cattle (WHITTINGTON
et al., 2000; GHADIALI et al., 2004; PAUSTIAN et al., 2008; NASER et al., 2014).

Embora ainda seja dificil determinar se o fendtipo da infeccdo pelo MAP
relaciona-se ao tipo de cepa ou a espécie acometida, existem evidéncias suficientes para
concluir que o tipo de cepa do MAP influencia na interacdo patdgeno-hospedeiro e no
desenvolvimento da enfermidade. Entdo, a variabilidade genética de diferentes cepas de
MAP e sua influéncia na infeccdo e na patogénese tém importantes implicacdes para o
diagndstico e controle da doenca. Vale ressaltar que, uma vez que as cepas de MAP nao
sdo espécie-especificas, € importante a capacidade de detectar e controlar a infec¢éo por
qualquer tipo de cepa, tanto em uma Unica espécie como em outras espécies suscetiveis
(STEVENSON, 2015).

5. Concluséo

Este é o primeiro estudo da epidemiologia molecular de MAP no Brasil. Os
resultados indicam que a paratuberculose esta disseminada em bovinos e bubalinos em
varias regides do Brasil e demonstram que a cepa tipo Cattle subtipo Bison de MAP é a
Unica identificada no Brasil. Estes resultados ddo o suporte necessario para a
implementacao das estratégias de controle da paratuberculose em bovinos e bubalinos

no Brasil.
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4.2. Artigo 2

Ocorréncia de DNA de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em
gueijo tipo coalho no Estado de Pernambuco, Brasil

Resumo: Paratuberculose é uma doenca crénica, incurdvel e que afeta os ruminantes e
outros animais domésticos. E causada pelo Mycobacterium avium  subsp.
paratuberculosis (MAP) que também pode estar envolvido em algumas enfermidades
nos humanos como a doenca de Crohn, diabetes tipo 1, sarcoidose, esclerose multipla e
tireoidite de Hashimoto. Objetivou-se neste estudo investigar a ocorréncia de DNA de
MAP em amostras de queijo tipo coalho artesanal adquiridas no Estado de Pernambuco.
Foram analisadas quarenta amostras de queijo tipo coalho submetidas a técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR) para detec¢do da regido
IS900 de MAP. 11 (27,5%) foram positivas com média de 19,35 células de MAP para
cada 20 mg de amostra, com um minimo de 3,1 UFC e um maximo de 32 UFC. Assim,
este tipo de queijo que € um dos mais consumidos nesta regido do Brasil constitui uma
fonte de exposi¢do humana ao MAP. Outras pesquisas nesta area devem ser realizadas

para avaliar a viabilidade da bactéria neste tipo queijo.

Palavras chave: 1S900, gPCR, paratuberculose, bovino
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1. Introdugéo

A paratuberculose é uma doenga insidiosa que afeta principalmente os
ruminantes domésticos e selvagens e é causada por Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis (MAP) (KENNEDY; BENEDICTUS, 2001). Existe a suspeita que,
em humanos, o MAP possa estar associado ao desenvolvimento de algumas
enfermidades, pois a exposi¢do humana ao MAP foi identificada como um potencial
fator de risco para individuos geneticamente suscetiveis a doenca de Crohn (SECHI,
DOW, 2015).

Também surgiram suspeitas de que o MAP possa estar envolvido em outras
importantes doencas no homem como a sarcoidose (BROWNELL et al., 2011),
sindrome de Blau (DOW; ELLINGSON, 2010) e diabetes tipo 1 (RANI; SECHI;
AHMED, 2010).

Esta bactéria tem sido relatada em diversos tipos de alimentos, como carne
(ALONSO-HEARN et al., 2009), leite pasteurizado (GRANT; BALL; ROWE, 2002),
férmula infantil (HRUSKA et al., 2011) e queijos (STEPHAN et al., 2007). Devido a
suspeita do envolvimento de MAP na doenca de Crohn, o leite e seus subprodutos
receberam maior atencdo como fonte de infeccdo de MAP para humanos por serem
considerados possiveis veiculos de transmissdo desta bactéria do animal para 0 homem
(CORTI; STEPHAN, 2002). O microrganismo pode ser eliminado no leite de animais
infectados, ou, ainda porque o leite cru também pode ser contaminado com material
fecal que contenha MAP (STABEL; WELLS; WAGNER, 2002; DONAGHY;
JOHNSTON; ROWE, 2011).

No Estado de Pernambuco, a paratuberculose ja foi relatada em alguns estudos
acometendo bovinos (MOTA et al., 2007; SA et al., 2013) e bubalinos (MOTA et al.,
2010) em propriedades leiteiras. A presenca do DNA também ja foi detectada em
amostras de leite de vacas provenientes de varias propriedades no mesmo Estado
(ALBUQUERQUE et al., 2017).

Considerando o risco de consumo de derivados de leite como risco de infecgdo
de humanos por MAP, objetivou-se neste estudo investigar a ocorréncia do DNA de

MAP em amostras de queijo tipo coalho na regido nordeste do Brasil.

2. Metodologia

2.1. Amostragem
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Foram analisadas quarenta amostras de queijo tipo coalho artesanal adquiridas
em estabelecimentos comerciais como padarias, supermercados e mercados publicos na
microrregido de Garanhuns, Pernambuco, Brasil. As amostras foram encaminhadas ao
laboratério em um caixa de isopor contendo gelo reciclavel no mesmo dia da coleta em

suas embalagens originais.
2.2. Extracdo de DNA

Foram pesados 10g de queijo e macerados em 20 mL de solugdo salina estéril a
0,9% em saco estéril. As extracdes de DNA foram realizadas com 20 mg do material
macerado usando o kit comercial Wizard SV Genomic DNA Purification System

(Promega®), seguindo as instrugdes do fabricante.
2.3. Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QPCR)

Apds as extracdes dos DNAs, as reaces de amplificacdo foram realizadas em
um volume final de 25,0uL contendo: 5uL de DNA gendmico; 1uL dos primers
especificos para 1IS900 a 10uM (DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ ¢ o 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 etapas de reacbes foi realizado em um
termociclador Rotor-Gene Q (QIAGEN) com desnaturacdo 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 realizacao

da interpretacdo dos resultados da qPCR.

O DNA de uma cepa de MAP fornecida pelo Laboratério Nacional
Agropecuario de Minas Gerais identificado como "Nakajimal991" foi utilizada para

padronizar a reagdo como controle positivo da gPCR.

A curva de desnaturagcdo (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 75° a
90°C. O numero de copias do fragmento foi determinado com metodologia descrita por
Rodriguez-Léazaro et al. (2005). O niamero de copias foi entdo dividido por 15, o que
corresponde a média de clpias da regido 1S900 encontradas no genoma do MAP
(KRALIK et al., 2011). O DNA do MAP foi diluido em série na base 10 para obtencao
da curva padrdo, na qual foi possivel detectar de 2.12 x 107 até 21 células do MAP. A

eficiéncia dos iniciadores foi de 100% e o coeficiente de correlacdo linear (R2) foi
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0,99850. O valor do limiar de deteccéo (Threshold — Ct) ficou entre 9,46 e 26,43 com 0
pico de desnaturacdo em 83,4°C. As reagOes foram realizadas em duplicatas. Por
ultimo, os numeros de copias nas amostras positivas foram quantificados utilizando-se

como referéncia a curva padréo obtida.

2.4. Sequenciamento

Para validar as amplificagOes, amostras positivas na qPCR para a regido 1S900
do MAP foram encaminhadas para o sequenciamento. As amostras foram sequenciadas
bidirecionalmente utilizando protocolo padrdo usando o BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) em um sequenciador automatizado ABI-PRISM
3130 (Applied Biosystems). As sequéncias foram analisadas utilizando-se a plataforma

do Basic Local Align Sequence Tool (BLAST; www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
2.5. — Comité de ética

O Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade Federal Rural de

Pernambuco aprovou os procedimentos desta pesquisa com licenca no. 123/2015.

3. Resultados

Das 40 amostras de queijo tipo coalho analisadas, 11 (27,5%) foram positivas
para a regido 1S900 de MAP na gPCR. Na quantificacdo dessas amostras foi possivel
determinar que em média foram detectadas 19,35 células de MAP para cada 20 mg de
amostra, com um minimo de 3,1 UFC e um maximo de 32 UFC.

Detecgdo da Regido 1S900 em Queijo Coalho Quantificagdo de UFC do MAP para Cada 20 mg de
Queijo Coalho
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Figura 1: A - Percentual de amostras positivas para a regido 1S900 de MAP; B — Quantificacdo
das UFC de MAP em cada amostra de queijo positiva.

O resultado do sequenciamento das amostras confirmou que o material
amplificado apresentou similaridade de 98% com a sequéncia do MAP depositada no
BLAST (MAP4 Complete Genoma).
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4. Discussao

O queijo tipo coalho é um produto bastante consumido e faz parte da cultura da
Regido Nordeste. Seu processo de fabricacdo é regido por lei Estadual, podendo ser
utilizado leite cru integral fresco na confeccédo artesanal desse queijo (PERNAMBUCO,
2018). Porém, a utilizacdo de leite sem tratamento térmico pode colocar em risco a
satde do consumidor (DIAS et al., 2015).

A presenca de MAP em queijos foi anteriormente relatada em alguns estudos no
mundo (STEPHAN et al., 2007; BOTSARIS et al., 2010; WILLIAMS; WITHERS,
2010). No Brasil, o DNA bacteriano foi detectado em amostras de queijo tipo coalho no
Estado do Piaui, por meio da técnica de PCR para deteccdo da regido 1S900 do MAP,
resultando em 3 (10%) amostras positivas (FARIA et al., 2014).

No nosso estudo detectou-se uma frequéncia maior de ocorréncia do DNA de
MAP nas amostras de queijo tipo coalho, talvez devido a influéncia da area onde estas
amostras foram coletadas. No estado de Pernambuco, a paratuberculose tem sido
relatada com certa frequéncia em bovinos (Mota et al., 2007; Sa et al., 2013), inclusive,
seu DNA foi detectado em amostras de leite na microrregido de Garanhuns
(ALBUQUERQUE et al., 2017). E importante destacar também que a técnica da gPCR
utilizada no nosso estudo possui uma maior sensibilidade e especificidade na deteccao
desse microrganismo quando comparada a PCR convencional, possuindo também a
capacidade de quantificar as bactérias (MACKAY, 2004).

Um estudo anterior realizado por Albuquerque et al. (2017) em rebanhos
leiteiros da microrregido de Garanhuns onde foram detectados alguns focos de
paratuberculose foi quantificada uma média de 160 UFC/mI de MAP nas amostras de
leite de vacas positivas. Neste estudo, o nimero de UFC em 20 mg de queijo foi inferior
(média de 19,35), podendo ser justificado pelo fato de o leite de vacas positivas
utilizado para produgdo do queijo estar diluido com leite de animais negativos. Mesmo
considerando uma menor quantidade de MAP nas amostras de queijo, existe a
possibilidade de infeccdo dos consumidores pelo consumo deste queijo caso esta
bactéria esteja viavel na amostra. Experimentalmente foi verificado que esta

micobactéria pode sobreviver a processamentos térmicos que simulam a pasteurizagdo
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(SUNG; COLLINS, 1998). Uma pesquisa experimental relatou que microrganismos
MAP isolados de pacientes com a doenca de Crohn apresentaram uma resisténcia
térmica maior quando comparado com isolados de animais (CHIODINI; HERMON-
TAYLOR, 1993).

O queijo coalho pernambucano possui em média um pH em torno de 5,35 e
concentracdo de sal que varia de 0,8% a 1% (SENA et al., 2000) e um problema na
fabricacdo deste queijo artesanal é o leite utilizado que ndo passa por um tratamento
térmico (ALMEIDA; JUNIOR; GUERRA, 2013). Estas caracteristicas intrinsecas deste
tipo de queijo favorecem o tempo de sobrevivéncia de MAP (SUNG; COLLINS, 2000).
Inclusive, a sobrevivéncia desse microrganismo ja foi relatada em um isolado realizado

proveniente de queijo tipo coalho (FARIA et al., 2014).

Os estudos envolvendo os fatores de risco para o desenvolvimento da doenca de
Crohn apresentam resultados discordantes, pois alguns ndo encontraram uma associagdo
entre 0 microrganismo e a enfermidade em humanos e outros encontraram associagéo
entre a doenca e o consumo de carne e queijos processados (WADDELL et al., 2016).
No entanto, como 0s animais séo a principal fonte de infeccdo, a transmissdo de MAP

dos animais infectados para os humanos seria a forma mais provavel (COLLINS, 1997).

Enquanto n&do existe uma resposta definitiva sobre o envolvimento de MAP em
enfermidades no homem, é importante realizar pesquisas para detectar esse
microrganismo em alimentos, pois, caso se confirme essa relacdo ja existirdo dados
epidemioldgicos que poderdo auxiliar no controle, além de que, esses resultados ainda
podem servir de indicadores para possiveis rebanhos infectados na regido de origem das

amostras.

5. Conclusao

Conclui-se que este tipo de queijo que € um dos mais consumidos nesta regido
do Brasil constitui uma fonte de exposicdo humana ao MAP. Outras pesquisas nesta

area devem ser realizadas para avaliar a viabilidade da bactéria neste tipo queijo.
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4.3. Artigo 3

Ocorréncia de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis viavel do
tipo Cattle subtipo Bison em queijo coalho de bafala proveniente de

Alagoas, Brasil

Resumo: Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é o agente etiolégico da
doenca da paratuberculose. Neste estudo identificou-se pela primeira vez no Brasil por
meio da técnica de isolamento e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a presenca de
MAP viavel em queijo tipo coalho de bufala. Posteriormente, para a tipificacdo do
isolado realizou-se a técnica de Andlise de Restricdo Enzimatica (REA) da regido
IS1311 do MAP que identificou o tipo Cattle subtipo Bison. Este resultado até entdo
inédito no Brasil auxilia em estratégias de controle de MAP em alimentos, visto que

esse microrganismo € suspeito de estar envolvido com enfermidades nos humanos.

Palavras chave: bufalos, paratuberculose, tipificacdo, 1IS1311, isolamento.

77



2. Introducéo

A doenca de Johne, também conhecida por paratuberculose, € uma inflamagéo
intestinal crdnica causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP).
Essa enfermidade afeta principalmente ruminantes, mas ja foi descrito acometendo
varias outras espécies animais, incluindo as selvagens (MANNING, 2001).

Assim, a paratuberculose é responsavel por sérias consequéncias econdmicas e
de satde animal em todo o mundo (BENEDICTUS; DIJKHUIZEN; STELWAGEN,
1987; OTT; WELLS; WAGNER, 1999). O MAP também ¢é de interesse na salde
publica devido ao seu possivel envolvimento na doenca de Crohn em humanos que é
doenca debilitante cronica de etiologia desconhecida e que apresenta uma patologia
semelhante a doenca de Johne (SECHI; DOW, 2015).

Embora existam muitas davidas sobre as condi¢cdes em que a doenca em seres
humanos possa se desenvolver, é fundamental compreender melhor o risco de exposicao
humana ao MAP de vérias fontes, incluindo o contato direto com animais, 0 meio
ambiente e o consumo de alimentos potencialmente contaminados (WADDELL et al.,
2016).

Objetivou-se neste estudo relatar pela primeira vez no Brasil, a ocorréncia de

MAP viavel em amostra de queijo tipo coalho de bufala.

3. Metodologia
3.1.  Amostra
Duas amostras da mesma marca de queijo tipo coalho pasteurizado de bufala
foram coletadas em um estabelecimento comercial localizado no Estado de Alagoas,
Brasil. As amostras foram armazenadas em temperatura de refrigeragdo e encaminhadas
ao laboratorio para analise microbioldgica e molecular.
3.2.  Descontaminacéo e cultivo para isolamento do MAP
Para descontaminacgdo utilizou-se o protocolo descrito por Faria et al. (2014)
com algumas modificagGes. Resumidamente, o exterior da embalagem dos queijos foi
descontaminada com alcool 70% com posterior exposicdo a luz ultravioleta por 30
minutos. Em seguida foram pesadas 30g de queijo de cada amostra e colocado em sacos
do tipo “zip locker” previamente esterilizados. Adicionou-se 125 ml de solucéo de NaCl

a 1% e por acdo mecanica o queijo foi homogeneizado e macerado. A amostra foi
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colocada em banho maria por 30 minutos a 37°C. Em seguida, 30 ml da suspenséo foi
transferida para um tubo do tipo “falcon” de 50 ml e centrifugado a 3000 RPM por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi suspendido em 10 ml de solucao
de hexadecyl pyridinium chloride (HPC) a 0,75%. Logo apds, as amostras foram
deixadas em sala escura a temperatura ambiente por 5 horas e novamente centrifugadas
a 3000 RPM por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet suspendido em 1
ml de PBS pH 7,2 esterilizado; aliquotas de 250 pL foram distribuidas em duplicata no
meio de cultura Lowenstein Jensen enriquecido com Micobactina J, incubados em
estufa a 37°C e observados semanalmente durante 3 meses.

3.3.  Extracdo do DNA das amostras

Colbnias suspeitas foram coletadas, diluidas em 200 pL de PBS pH 7,2 esterilizado
e submetidas a extracdo de DNA utilizando-se o kit comercial “QlAamp DNA Mini
Kit”, utilizando-se o protocolo do fabricante.

3.4.  Deteccdo molecular da regido 1S900 do MAP

O DNA extraido foi submetido as amplificacbes em um volume final de 15uL
contendo: 5uL de DNA gendmico; 0,5uL dos primers especificos para 1IS900 a 20pMol
(DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ e 0 DR-1: 5’-
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 reacdes foi realizado em um termociclador XP Thermal Cycler
(Bioxer Technology CO. LTD) com desnaturacao 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.

3.5.  Tipificagdo do MAP
Para a tipificagdo do MAP foi realizada a PCR para a regido 1S1311 com
posterior digestdo enzimatica das amostras positivas para a regido 1S900 do MAP. Para
realizacdo da PCR 1S1311, o DNA foi submetido as amplificagdes em um volume final
de 25uL contendo: 6,5uL de DNA gendmico; 1uL dos primers especificos para 1S1311
a 10pMol (M56: 5'- GCG TGA GGC TCT GTG GTG AA-3" e M119: 5'- ATG ACG
ACC GCT TGG GAG AC-3") (MARSH; WHITTINGTON; COUSINS, 1999); 4uL de
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agua Mili-Q ultrapura e 12,5uL de MasterMix (mistura para PCR - Promega®) de
acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das reag6es foi realizado em um
termociclador XP Thermal Cycler (Bioxer Technology CO. LTD) com uma
desnaturacdo inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 37 ciclos a 94°C por 30 segundos
para desnaturacdo, 64°C por 30 segundos para o anelamento e 72°C por 1 minuto para a
extensdo, com um ciclo final de 72°C por 10 minutos (KAUR et al., 2010). Entdo, a
analise com enzimas de restri¢do foi realizada utilizando as enzimas Hinfl e Msel como
descrito por Kaur et al. (2010) e Sevilla et al. (2005). Os gendtipos foram entéo
identificados pelos padroes de migracdo dos fragmentos descritos por Marsh et al.
(1999), como observados na tabela 2. A identificacdo da filogenia de MAP foi realizada

de acordo com Stevenson (2015).

Tabela 1: Tamanhos de bandas esperadas logo ap6s a digestdo pelas enzimas de restricdo
(Hinfl e Msel) do produto de PCR da regido 1S1311.

Produto da  PCR Identificacdo da cepa Tamanho da banda (pb)
1S1311
608pb M. avium subsp. paratuberculosis (Sheep) 285, 323

M. avium subsp. paratuberculosis (Cattle) 67, 218, 285, 323
M. avium subsp. paratuberculosis (Bison) 67, 218, 323
M. avium subsp. avium 134, 189, 285

Marsh et al. (1999)

3.6.  Sequenciamento das amostras para validacdo da PCR 1S1311
Para validar as amplificacBes, a amostra que foi positiva na PCR da regido
IS1311 do MAP foi encaminhada para o sequenciamento. A amostra foi purificada
utilizando-se o QIAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen) de acordo com as instrucdes do
fabricante e sequenciadas bidirecionalmente por protocolos padrédo usando o BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em
um sequenciador automatizado ABI-PRISM 3130 (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA). As sequéncias foram analisadas utilizando-se a plataforma do Basic Local
Align Sequence Tool (BLAST; www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
3.7.  Comité de Etica da Pesquisa
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais da

Universidade Federal Rural de Pernambuco sob a licenga n° 123/2015.

4. Resultados
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Das duas amostras de queijo tipo coalho de bufala analisadas, uma foi positiva
no cultivo e confirmada na PCR da regido 1S900. A amostra positiva foi tipificada como
pertencente ao tipo Cattle, subtipo Bison. O sequenciamento da regido 1S1311 da
amostra positiva revelou similaridade de 99% com uma sequéncia depositada no
BLAST pertencente ao MAP tipo Cattle, subtipo Bison (Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis isolate bison insertion sequence 1S1311, partial sequence).

5. Discusséo

Dados sobre a paratuberculose em buafalos no Brasil sdo escassos e bem
recentes; o primeiro relato dessa enfermidade acometendo essa espécie no pais ocorreu
no Estado de Pernambuco em um rebanho leiteiro (MOTA et al., 2010). Em seguida,
outros relatos surgiram nos estados do Maranhdo e Alagoas (REIS et al., 2015; BRITO
et al., 2016).

Para os autores, este € o primeiro estudo que relata o isolamento de MAP em
amostras de queijo tipo coalho de bufala no Brasil. N&o foram encontradas pesquisas
que relatam a presenca de MAP em leite e/ou subprodutos da espécie bubalina. Porém,
outros estudos realizados na regido Nordeste identificaram o DNA de MAP em
amostras de leite de vacas (ALBUQUERQUE et al., 2017), e também ja foi relatado um
isolado desse microrganismo em amostras de queijo tipo coalho de bovino no Estado do
Piaui (FARIA et al., 2014).

Sung & Collins (2000) verificaram que a capacidade de sobrevivéncia de MAP
em queijos pode variar de acordo com algumas caracteristicas fisico-quimicas como a
concentracdo de sal e pH, entretanto, os autores constataram que o fator que mais
contribuiu para reducdo de MAP viavel foi o tratamento térmico do leite assim como o
tempo de maturagdo do queijo. Apesar do queijo de bufala desta pesquisa ter passado
por tratamento térmico, ainda foi possivel detectar o MAP no isolamento e PCR. Vale
salientar que esse microrganismo € capaz de sobreviver a processos térmicos que
simulam a pasteurizagdo (SUNG; COLLINS, 1998). Isso, somado ao fato de o queijo
tipo coalho geralmente ndo passar por nenhum processo de maturagdo pode favorecer
sua sobrevivéncia no alimento (SUNG; COLLINS, 2000).

Existe a suspeita de que o MAP possa estar associado a algumas importantes
enfermidades em humanos como a doenca de Chron (GHADIALI et al., 2004; KHAN
et al., 2016), a sarcoidose (BROWNELL et al., 2011), sindrome de Blau (DOW;

81



ELLINGSON, 2010), a esclerose mudaltipla (COSSU et al., 2011), tireoidite de
Hashimoto (SISTO et al., 2010) e diabetes tipo 1 (RANI; SECHI; AHMED, 2010). A
relacdo do consumo de alimentos de origem animal contaminados com MAP e o
desenvolvimento da doenca de Chron nos humanos ainda ndo estd devidamente
esclarecida (WADDELL et al., 2016). Ainda sdo necessarias pesquisas para abordar
temas relacionados a exposi¢cdo humana ao MAP para auxiliar a tomada de decisdes
com base em evidéncias sobre o potencial problema de saude publica.

Este € o primeiro estudo que tipificou 0 MAP isolado de queijo de bufala no
Brasil e so recentemente foi realizado no pais a primeira tipificagdo molecular de MAP
em amostras de leite caprino em Vigosa, MG, que também foi do tipo Cattle (SOUZA
et al., 2016), mas ndo pertencente ao subtipo Bison identificada nesta pesquisa.

Até 0 momento, apenas cepas de MAP do tipo Cattle e Cattle subtipo Bison
foram identificadas em amostras de fezes e bidpsias provenientes de humanos com
casos confirmados da doenca de Chron ou suspeitos (SINGH et al., 2009; WADDELL
et al., 2016). Estudos indicam, ainda, que embora a cepa tipo Cattle de MAP predomine
entre 0s ruminantes (com excecdo de ovinos) e ndo ruminantes, também ha evidéncias
crescentes sobre a importancia do subtipo Bison e sua capacidade para infectar
diferentes espécies hospedeiras (SINGH et al., 2009; SOHAL et al., 2014; AHLSTROM
etal., 2015; PODDER et al., 2015).

6. Conclusdo
Neste estudo foi possivel confirmar a presenca de MAP viavel em amostra de
queijo tipo coalho de bufala do tipo Cattle, subtipo Bison. Estes resultados podem
auxiliar em estratégias de controle de MAP em alimentos, visto que esse microrganismo

é suspeito de estar envolvido com enfermidades nos humanos.
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5. Consideracodes Finais

Os resultados deste estudo fortalecem os dados ja existentes sobre a ocorréncia
de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis em bovinos e bubalinos em vérias
regibes do Brasil. Ainda traz resultados inéditos ao indicar que a cepa tipo Cattle
subtipo Bison de MAP € a Unica identificada no Brasil. Estes resultados dardo suporte
para as estratégias de controle da paratuberculose no pais e outras pesquisas nesta area

devem continuar para enriquecer os dados epidemiol6gicos sobre a enfermidade.

Registra-se a ocorréncia do DNA de MAP em queijo tipo coalho na regido
nordeste do Brasil e também a ocorréncia de MAP vidvel em queijo tipo coalho de
bifala, sendo esta a primeira ocorréncia registrada no pais. E importante identificar os
rebanhos e animais infectados nestas regides para implementar medidas de controle da
paratuberculose para assim reduzir o risco da exposi¢do do consumidor de queijos de

coalho bovino e bubalino.
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