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Resumo
A paratuberculose, ou Doença de Johne, é uma doença crônica degenerativa que incide nos ruminantes 
domésticos. O agente etiológico Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é um bacilo de cres-
cimento lento pertencente ao complexo Mycobacterium avium (MAI). Nos EUA, a enfermidade acarreta 
grandes prejuízos econômicos. No Brasil, são poucos os relatos de casos da doença e não se conhece a real 
situação epidemiológica da paratuberculose bovina. O objetivo desse trabalho foi padronizar um teste de 
Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real para auxiliar na confirmação de casos da enfermida-
de. A técnica foi testada com DNA de diversas espécies do gênero Mycobacterium e avaliada quanto à sen-
sibilidade e eficiência. Uma vez atestada sua confiabilidade, a metodologia foi aplicada para confirmar um 
caso suspeito de paratuberculose bovina. Foi enviada para análise no Laboratório Nacional Agropecuário/
MG (Lanagro/MG) amostra de linfonodo mesentérico e alça intestinal de um bovino da raça holandesa com 
suspeita de paratuberculose. A amostra foi processada e inoculada para crescimento em meio Herrold’s com 
micobactina. A combinação entre a técnica do isolamento bacteriano em meio apropriado juntamente com a 
PCR em tempo real foi capaz de diagnosticar a presença da micobactéria no animal. Esse foi o primeiro caso 
de paratuberculose confirmado em um laboratório oficial do Ministério da Agricultura.  
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Abstract
The paratuberculosis or Johne's disease is a chronic degenerative disease that affects domestic ruminants. Its 
causative agent, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), is a slow-growing bacillus belonging to 
the Mycobacterium avium complex (MAI). The disease causes severe economic losses in US. There are few re-
ported cases of the disease in Brazil and the real epidemiological situation of bovine paratuberculosis in this 
country is unknown. The aim of this study was to standardize a real-time PCR procedure to assist the confirmation 
of paratuberculosis cases. The technique was tested with DNA from various species of the genus Mycobacterium 
and evaluated for sensitivity and efficiency. Once the robustness of the methodology was certified, it was applied 
to confirm a suspected case of bovine paratuberculosis. Mesenteric lymph nodes and intestinal loop of a Holstein 
steer with suspected paratuberculosis were sent to the National Agricultural Laboratory (Lanagro/MG) to con-
firm the diagnosis. The sample was processed and inoculated for growth in Herrold's media supplemented with 
mycobactin. The combination of bacterial isolation technique and real-time PCR was able to diagnose the pres-
ence of mycobacteria in the animal. This was the first paratuberculosis case confirmed in an official laboratory 
from the Ministry of Agriculture. 

	 [K]
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Introdução 

O Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 
(MAP) é um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) cau-
sador da paratuberculose, ou Doença de Johne (JD), 
uma enterite granulomatosa infecciosa crônica, dege-
nerativa em ruminantes, e em menor frequência, em 
equinos, ovinos, suínos, lebres, roedores e animais sil-
vestres (OLIVEIRA et al., 2010). Há indícios de que o 
MAP seja o agente causador da ileocolite granuloma-
tosa de humanos, conhecida como Doença de Crohn 
(CHAMBERLIN et al., 2001; GHADIALI et al., 2004). O 
período de incubação da doença varia de alguns me-
ses a anos, havendo relatos de incubação de 4 meses 
a 15 anos. Os bezerros geralmente são infectados logo 
após o nascimento, mas raramente apresentam sinais 
clínicos antes dos 2 anos de idade (GARRY, 2011). 

O MAP sobrevive muitos meses no solo e/ou em 
matéria orgânica quando protegido da ação direta da 
luz solar e dissecação. A transmissão geralmente acon-
tece pelas fezes de animais infectados (sintomáticos 
ou assintomáticos), porém também pode ocorrer via 
aleitamento devido a tetos sujos (SWEENEY, 1996).

Segundo a Organização Mundial de Saúde Animal – 
OIE (2007), a paratuberculose pode ser encontrada em 
todo o mundo. As perdas econômicas estão relaciona-
das à diminuição da produção de leite, perda da condi-
ção corporal e descarte dos animais doentes (GARRY, 
2011). A paratuberculose é considerada uma enfer-
midade de alta prevalência em países com indústria 

de laticínios desenvolvida. Pesquisas realizadas pelo 
Estudo Nacional de Saúde Animal e Monitoramento 
demonstrou prevalência sorológica de 20-40% no re-
banho dos Estados Unidos (VAN SCHAIK et al., 2003). 
A Suécia e alguns estados australianos são comprova-
damente livres da doença (FRÖSSLING et al., 2013). As 
pesquisas sobre a enfermidade são raras no Brasil e 
não há disponível levantamento com dados oficiais a 
respeito da situação epidemiológica. Até o momento, 
os estudos de casos de paratuberculose no Brasil estão 
relacionados à importação de bovinos infectados ou 
com animais filhos de pais importados (DRIEMEIER 
et al., 1999; MOTA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2010).

A maior parte da literatura sobre o diagnóstico de 
paratuberculose relata achados anátomo-patológicos 
(DRIEMEIER et al., 1999; MOTA et al., 2009; OLIVEIRA 
et al., 2010), sorológicos e isolamentos, sendo este úl-
timo o padrão ouro de diagnóstico (COLLINS, 2011). 
Entretanto o processo laboratorial é trabalhoso e o 
tempo de crescimento é demorado, levando cerca de 8 
a 16 semanas a 37 °C. O objetivo do trabalho foi desen-
volver uma técnica de PCR em tempo real para otimi-
zar o diagnóstico da paratuberculose.

Materiais e métodos

Em 2009, no estado de Minas Gerais, uma proprie-
dade relatou no período de um ano os sinais clínicos 
de diarreia e emagrecimento progressivo em quatro 
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número de cópias foi determinado após dosagem no 
espectrofotômetro NanoVue (GE Healthcare, EUA).

Diluições progressivas (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 
10-5, 10-6) do DNA extraído de um cultivo de M. 
avium subp. paratuberculosis CRNC 26 foram uti-
lizadas para determinação do limite de detec-
ção (LD), conforme Fonseca Júnior et al. (2010). 
As culturas passaram pelo processo de extração 
previamente citado e tiveram a PCR realizadas 
em triplicatas. Uma vez submetidas as culturas 
ao equipamento de PCR em tempo real, a f luo-
rescência foi coletada e os resultados analisados 
pelo programa para construção de uma curva 
padrão para cálculo da eficiência. A concentra-
ção limite passou por vinte e uma PCRs, para 
confirmação do limite de detecção. 

Para testar a especificidade dos iniciadores, foi 
realizada uma PCR, utilizando as micobactérias 
M. tuberculosis H37Rv CRNC 23, M. tuberculosis 
H37Ra CRNC 25, M. fortuitum CRNC 10, M. kansasii 
CRNC 48, M. kansasii CRNC 18, M. gordonae CRNC 
16, M. avium D4 CRNC 05, M. avium 1500 CRNC 15, 
M. intracellulare CRNC 17, M. avium 2045 CRNC 14, 
M. marinum CRNC 19, M. scrofulaceum CRNC 49, M. 
scrofulaceum CRNC 20, M. szulgai CRNC 21, M. tri-
viale CRNC 22, M. fortuitum peregrinum CRNC 11, 
M. phei CRNC 12 e M. bovis CRNC 02.

Os resultados das PCRs foram validados pela res-
trição do produto amplificado com a enzima escolhida 
in silico no software pDRAW32. A restrição do produto 
amplificado com a enzima HaeIII previu dois fragmen-
tos com 52 pares de base e 117 pares de base.

Resultados

Nas análises de MAP, os resultados apresenta-
ram pico de desnaturação de 82 °C e 83 °C. A curva 
padrão traçada com cinco pontos em duplicata ob-
teve o R² = 0,997 e a eficiência dos iniciadores foi 
101%. O limite de detecção foi de 64 fg/μL de DNA 
(Gráfico 1). Não ocorreu amplificação em nenhuma 
das outras espécies de micobactéria.

A amostra foi caracterizada como MAP apresen-
tando pico de melt característico desse microrganis-
mo (Gráfico 2). A restrição do produto amplificado 
com a enzima HaeIII gerou dois fragmentos de 52 
pb e 117 pb, resultado que concorda com o apresen-
tado pelo programa (Figura 1).

bovinos, sendo que todos os animais foram ao óbi-
to. A propriedade consta de um rebanho de 120 va-
cas adultas sendo estas negativas em exames alérgicos 
para tuberculose (prova comparada a partir de PPD 
aviária e PPD bovina). Amostras de linfonodos me-
sentéricos e alças intestinais de um dos animais sinto-
máticos foram enviadas para o Laboratório Nacional 
Agropecuário de Minas Gerais (Lanagro/MG). No la-
boratório, a amostra foi processada e inoculada para 
crescimento em meio Herrold’s com micobactina 
(WHIPPLE; CALLIHAN; JARNAGIN, 1991). Na décima 
semana de crescimento, um dos tubos de cultura apre-
sentou colônias que foram submetidas a testes mole-
culares e para coloração de Ziehl-Neelsen.

Iniciadores para o diagnóstico molecular de MAP 
foram projetados no programa Primer3Plus desenvol-
vido por Untergasser et al. (2007). A verificação das 
estruturas secundárias e dos dímeros formados pe-
los oligonucleotídeos escolhidos foi realizada no pro-
grama Oligo Analyser 3.1 (IDT, USA). A especificidade 
in silico dos iniciadores foi testada com o programa 
PrimerBlast (NCBI) (ALTSCHUL et al., 1990). 

O DNA da amostra foi extraído utilizando a me-
todologia fenólica descrita por Sambrook e Russell 
(1989). A PCR foi realizada utilizando o iniciador Map-
169-F, 5’GTC GGG TAT GGC TTT CAT GT3’ (83-102, po-
sição referente à sequência do genoma completo de M. 
avium subsp. paratuberculosis depositada no GenBank 
pelo número de acesso EF514833.1) e Map-169-R, 
5’CTC CGT AAC CGT CAT TGT CC3’ (251-232). Esses 
amplificam um fragmento de 169 pb referente à se-
quência de inserção IS900. A reação foi realizada com 
um volume final de 20 μL por reação nas seguintes 
concentrações de reagentes: 5 pmol de cada iniciador 
(IDT, USA), 1,5 U de Go Taq Hot start (Promega, EUA), 
20% de Tampão go Taq 5x (Promega, USA), 1,5 mM 
MgCl2 (Promega, EUA), 10 mM de dNTP, 1 μL de Eva 
Green 20X (Bioutium, EUA) e 2 μL de DNA. A PCR foi 
padronizada no termociclador em tempo real Corbett 
Rotor-Gene 3000 (Qiagen, Alemanha); as condições 
de temperatura e tempo foram estabelecidas como: 
desnaturação de 95 °C por 5 minutos, 35 ciclos de 95 
°C/10s, 54 °C/15s e 72 °C/20s, seguida de uma curva 
de desnaturação de 72 °C a 99 °C com intervalo de 3s 
a cada 1 °C.

Os iniciadores foram avaliados quanto à sua 
eficiência por uma curva padrão de seis pontos, 
construída a partir dos produtos amplificados pu-
rificados pelo kit Purelink (Invitrogen, EUA); e o 
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Gráfico 1 - Curva padrão em intervalos de diluição na base 10 para cálculo de eficiência e sensibilidade para qPCR
Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: A figura apresenta os dados estatísticos utilizados pelo programa para determinar a eficiência a partir dos dados da curva padrão, com destaque para o slope 

de -3,296 (indicando que a reação é capaz de amplificar adequadamente duplicando os produtos a cada ciclo) e R2 de 0,999 (indicando a correlação dos dados da 

curva com a análise de PCR). 
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possibilidade de utilização da técnica para identi-
ficação da bactéria em laboratórios sem equipa-
mentos de PCR em tempo real.

A PCR é uma técnica que tem a capacidade de 
otimizar a detecção de MAP, além de contar com 
a vantagem de não requerer bacilos viáveis. Essa 
técnica demonstrou ser uma específica e de fácil 
execução. A utilização do PCR em tempo real pro-
porciona maior velocidade nas análises, já que não 
é necessária a utilização da eletroforese, acarre-
tando melhor controle de qualidade no processo e 
menor risco de contaminação.

Conclusão

A PCR em tempo real padronizada nesse tra-
balho confirmou o isolamento de MAP no estado 
de Minas Gerais em uma amostra enviada para 
análise no Laboratório Nacional Agropecuário de 
Minas Gerais (Lanagro/MG) em 2009. Os resul-
tados demonstraram que o método permite a ca-
racterização molecular rápida do MAP, incremen-
tando a velocidade do diagnóstico laboratorial de 

Discussão

O diagnóstico microbiano se baseia na incapaci-
dade do MAP em produzir micobactina necessitan-
do de meio contendo este sideróforo para crescer 
(JOHNSON-IFEARULUNDU; KANEENE, 1997). Dessa 
forma, juntamente com a coloração de Ziehl-Neelsen, 
o isolamento microbiológico foi capaz de diagnosticar 
a presença da micobactéria na amostra do presente 
estudo. Entretanto, essa dependência não é considera-
da exclusiva do M. avium subsp. paratuberculosis, exis-
tindo outras espécies que são também dependentes 
da micobactina, tais como o M. avium subsp. silvaticum 
e outras cepas de M. avium (SWEENEY, 1996).

Os elementos de sequência de inserção são pe-
quenos elementos genéticos móveis contendo ge-
nes relacionados com as funções de transposição 
(HARRIS; BARLETTA, 2001). A IS900 apresenta de 
12-20 cópias no genoma do MAP o que o torna uma 
região promissora em termos de sensibilidade para 
se desenvolver uma PCR (CHUI et al., 2004). Além 
disso, a região é recomendada pela Organização 
Mundial de Saúde Animal (OIE, 2008). Ravva e 
Stanker (2005) mostraram que esta região é especí-
fica para o MAP, sendo capaz de diferenciar a bacté-
ria das demais do complexo Mycobacterium avium. 

A eficiência da PCR foi similar à encontrada 
por Irenge et al. (2009) e Kralik et al. (2011). No 
entanto, a sensibilidade da PCR desenvolvida nes-
te trabalho foi menor do que a de dez cópias en-
contradas nas publicações citadas. Uma possível 
explicação para tal seria a utilização da tecnolo-
gia TaqMan, que é considerada um método mais 
sensível para determinar a presença ou ausên-
cia de sequências específicas. Em contrapartida, 
a tecnologia Eva Green é mais barata e possibi-
lita a realização da curva de desnaturação (DIAS 
et al., 2012). O Gráfico 2 comprova a formação de 
um pico de desnaturação único na análise após os 
ciclos de PCR. Amostras específicas de MAP terão 
a região flanqueada amplificada pelos iniciado-
res. O produto de PCR gerado, quando submeti-
do a acréscimo constante de temperatura, sofrerá 
variação de fluorescência em 90,2 °C enquan-
to outras amostras não gerarão nenhuma varia-
ção, mas apenas um sinal basal. As análises em 
gel de agarose (Figura 1) demonstram não ape-
nas a especificidade do amplicom gerado ao ser 
digerido por enzima de restrição, mas também a 

1               2             3               4              5              6              7              8

Figura 1 - Perfis dos produtos amplificados da PCR com os 
iniciadores MAP-169 em gel de agarose a 1,5%

Legenda: 1 = produto amplificado da amostra em analise; 2 = amostra em aná-

lise clivada com HaeIII; 3 = marcador de tamanho molecular com intervalos de 

100 pb (Invitrogen, EUA); 4 = produto amplificado da amostra analisada; 5 = M. 
avium subsp. paratuberculosis (controle positivo); 6 = amostra de M. bovis; 7 = 

amostra de M. tuberculosis; 8 = amostra de M. avium.

Fonte: Dados da pesquisa.
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paratuberculose bovina. Novos estudos deverão 
ser conduzidos para confirmar os dados do pre-
sente estudo.
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