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Resumo

A paratuberculose, ou Doenga de Johne, é uma doenga cronica degenerativa que incide nos ruminantes
domésticos. O agente etiolégico Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) é um bacilo de cres-
cimento lento pertencente ao complexo Mycobacterium avium (MAI). Nos EUA, a enfermidade acarreta
grandes prejuizos econdmicos. No Brasil, sdo poucos os relatos de casos da doenga e ndo se conhece a real
situagdo epidemioldgica da paratuberculose bovina. O objetivo desse trabalho foi padronizar um teste de
Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real para auxiliar na confirmacao de casos da enfermida-
de. A técnica foi testada com DNA de diversas espécies do género Mycobacterium e avaliada quanto a sen-
sibilidade e eficiéncia. Uma vez atestada sua confiabilidade, a metodologia foi aplicada para confirmar um
caso suspeito de paratuberculose bovina. Foi enviada para andlise no Laboratério Nacional Agropecuario/
MG (Lanagro/MG) amostra de linfonodo mesentérico e al¢a intestinal de um bovino da raca holandesa com
suspeita de paratuberculose. A amostra foi processada e inoculada para crescimento em meio Herrold’s com
micobactina. A combinagio entre a técnica do isolamento bacteriano em meio apropriado juntamente com a
PCR em tempo real foi capaz de diagnosticar a presenc¢a da micobactéria no animal. Esse foi o primeiro caso
de paratuberculose confirmado em um laboratério oficial do Ministério da Agricultura.

Palavras-chave: Diagndstico de paratuberculose. Doencga de Johne. MAP. PCR em tempo real.
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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.

Keywords: Diagnosis of paratuberculosis. Johne’s disease. MAP. Real-time PCR.

Introducao

0 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
(MAP) é um bacilo alcool-acido resistente (BAAR) cau-
sador da paratuberculose, ou Doenca de Johne (JD),
uma enterite granulomatosa infecciosa crénica, dege-
nerativa em ruminantes, e em menor frequéncia, em
equinos, ovinos, suinos, lebres, roedores e animais sil-
vestres (OLIVEIRA et al.,, 2010). Ha indicios de que o
MAP seja o agente causador da ileocolite granuloma-
tosa de humanos, conhecida como Doenc¢a de Crohn
(CHAMBERLIN et al,, 2001; GHADIALI et al., 2004). O
periodo de incubacdo da doenca varia de alguns me-
ses a anos, havendo relatos de incubacdo de 4 meses
a 15 anos. Os bezerros geralmente sdo infectados logo
apos o nascimento, mas raramente apresentam sinais
clinicos antes dos 2 anos de idade (GARRY, 2011).

0 MAP sobrevive muitos meses no solo e/ou em
matéria organica quando protegido da acdo direta da
luz solar e dissecacdo. A transmissao geralmente acon-
tece pelas fezes de animais infectados (sintomaticos
ou assintomaticos), porém também pode ocorrer via
aleitamento devido a tetos sujos (SWEENEY, 1996).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satide Animal -
OIE (2007),a paratuberculose pode ser encontrada em
todo o mundo. As perdas econémicas estdo relaciona-
das a diminuicdo da producao de leite, perda da condi-
¢do corporal e descarte dos animais doentes (GARRY,
2011). A paratuberculose é considerada uma enfer-
midade de alta prevaléncia em paises com industria

de laticinios desenvolvida. Pesquisas realizadas pelo
Estudo Nacional de Saiide Animal e Monitoramento
demonstrou prevaléncia sorologica de 20-40% no re-
banho dos Estados Unidos (VAN SCHAIK et al., 2003).
A Suécia e alguns estados australianos sdo comprova-
damente livres da doenga (FROSSLING et al., 2013). As
pesquisas sobre a enfermidade sao raras no Brasil e
ndo ha disponivel levantamento com dados oficiais a
respeito da situacdo epidemiolégica. Até o momento,
os estudos de casos de paratuberculose no Brasil estdo
relacionados a importagdo de bovinos infectados ou
com animais filhos de pais importados (DRIEMEIER
etal, 1999; MOTA et al,, 2007; OLIVEIRA et al,, 2010).

A maior parte da literatura sobre o diagnéstico de
paratuberculose relata achados anatomo-patolégicos
(DRIEMEIER et al,, 1999; MOTA et al,, 2009; OLIVEIRA
et al, 2010), soroldgicos e isolamentos, sendo este ul-
timo o padrdo ouro de diagnostico (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 diagndstico da paratuberculose.

Materiais e métodos
Em 2009, no estado de Minas Gerais, uma proprie-

dade relatou no periodo de um ano os sinais clinicos
de diarreia e emagrecimento progressivo em quatro
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bovinos, sendo que todos os animais foram ao 6bi-
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
aviaria e PPD bovina). Amostras de linfonodos me-
sentéricos e al¢as intestinais de um dos animais sinto-
maticos foram enviadas para o Laboratdério Nacional
Agropecudrio de Minas Gerais (Lanagro/MG). No la-
boratério, 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 colonias que foram submetidas a testes mole-
culares e para coloracdo de Ziehl-Neelsen.

Iniciadores para o diagndstico molecular de MAP
foram projetados no programa Primer3Plus desenvol-
vido por Untergasser et al. (2007). A verificagdo das
estruturas secunddrias e dos dimeros formados pe-
los oligonucleotideos 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 extraido utilizando a me-
todologia fendlica 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-
sicdo referente a sequéncia do genoma completo de M.
avium subsp. paratuberculosis depositada no GenBank
pelo nimero 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 a se-
quéncia de insercdo 1S900. A reacio foi realizada com
um volume final de 20 pL por reacdo nas seguintes
concentragdes de reagentes: 5 pmol de cada iniciador
(IDT, USA), 1,5 U de Go Taq Hot start (Promega, EUA),
20% de Tampao go Taq 5x (Promega, USA), 1,5 mM
MgCl, (Promega, EUA), 10 mM de dNTP, 1 uL de Eva
Green 20X (Bioutium, EUA) e 2 uL de DNA. A PCR foi
padronizada no termociclador em tempo real Corbett
Rotor-Gene 3000 (Qiagen, Alemanha); as condicoes
de temperatura e tempo foram estabelecidas como:
desnaturagao de 95 °C por 5 minutos, 35 ciclos de 95
°C/10s,54 °C/15s e 72 °C/20s, seguida de uma curva
de desnaturacdo de 72 °C a 99 °C com intervalo de 3s
acadal°C.

Os iniciadores foram avaliados quanto a sua
eficiéncia por uma curva padrdao de seis pontos,
construida a partir dos produtos amplificados pu-
rificados pelo kit Purelink (Invitrogen, EUA); e o

numero de cépias foi determinado ap6s dosagem no
espectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare, EUA).

Dilui¢cdes progressivas (101, 102, 103, 104,
105, 10°) do DNA extraido de um cultivo de M.
avium subp. paratuberculosis CRNC 26 foram uti-
lizadas para determinacdo do limite de detec-
¢do (LD), conforme Fonseca Junior et al. (2010).
As culturas passaram pelo processo de extracao
previamente citado e tiveram a PCR realizadas
em triplicatas. Uma vez submetidas as culturas
ao equipamento de PCR em tempo real, a fluo-
rescéncia foi coletada e os resultados analisados
pelo programa para construcao de uma curva
padrdo para calculo da eficiéncia. A concentra-
¢do limite passou por vinte e uma PCRs, para
confirmacao do limite de deteccgao.

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-
tricao do produto amplificado com a enzima escolhida
in silico no software pPDRAW32. A restri¢cdo do produto
amplificado com a enzima Haelll previu dois fragmen-
tos com 52 pares de base e 117 pares de base.

Resultados

Nas analises de MAP, os resultados apresenta-
ram pico de desnaturacdo de 82 °C e 83 °C. A curva
padrio tracada com cinco pontos em duplicata ob-
teve o R? = 0,997 e a eficiéncia dos iniciadores foi
101%. O limite de deteccao foi de 64 fg/uL de DNA
(Grafico 1). Nao ocorreu amplificagdo em nenhuma
das outras espécies de micobactéria.

A amostra foi caracterizada como MAP apresen-
tando pico de melt caracteristico desse microrganis-
mo (Grafico 2). A restricao do produto amplificado
com a enzima Haelll gerou dois fragmentos de 52
pb e 117 pb, resultado que concorda com o apresen-
tado pelo programa (Figura 1).
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Grafico 1 - Curva padrao em intervalos de diluicao na base 10 para calculo de eficiéncia e sensibilidade para gPCR
Fonte: Dados da pesquisa.

Nota: A figura apresenta os dados estatisticos utilizados pelo programa para determinar a eficiéncia a partir dos dados da curva padrao, com destaque para o slope
de -3,296 (indicando que a reacdo é capaz de amplificar adequadamente duplicando os produtos a cada ciclo) e R? de 0,999 (indicando a correlagdo dos dados da
curva com a andlise de PCR).
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Discussao

0 diagnéstico microbiano se baseia na incapaci-
dade do MAP em produzir micobactina necessitan-
do de meio contendo este siderdforo para crescer
(JOHNSON-IFEARULUNDU; KANEENE, 1997). Dessa
forma, juntamente com a coloracdo de Ziehl-Neelsen,
o isolamento microbiolégico foi capaz de diagnosticar
a presenga da micobactéria na amostra do presente
estudo. Entretanto, essa dependéncia ndo é considera-
da exclusiva do M. avium subsp. paratuberculosis, exis-
tindo outras espécies que sdo também dependentes
da micobactina, tais como o M. avium subsp. silvaticum
e outras cepas de M. avium (SWEENEY, 1996).

Os elementos de sequéncia de inserc¢ao sdo pe-
quenos elementos genéticos mdveis contendo ge-
nes relacionados com as fun¢des de transposicdo
(HARRIS; BARLETTA, 2001). A IS900 apresenta de
12-20 cépias no genoma do MAP o que o torna uma
regido promissora em termos de sensibilidade para
se desenvolver uma PCR (CHUI et al., 2004). Além
disso, a regido é recomendada pela Organizacdo
Mundial de Saide Animal (OIE, 2008). Ravva e
Stanker (2005) mostraram que esta regiao é especi-
fica para o MAP, sendo capaz de diferenciar a bacté-
ria das demais do complexo Mycobacterium avium.

A eficiéncia da PCR foi similar a 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 cépias en-
contradas nas publica¢des citadas. Uma possivel
explicacdo para tal seria a utilizagcdo da tecnolo-
gia TagMan, que é considerada um método mais
sensivel para determinar a presenca ou ausén-
cia de sequéncias especificas. Em contrapartida,
a tecnologia Eva Green é mais barata e possibi-
lita a realizacao da curva de desnaturacao (DIAS
et al., 2012). O Grafico 2 comprova a formacdo de
um pico de desnaturagdo Unico na analise apds os
ciclos de PCR. Amostras especificas de MAP terdo
a regido flanqueada amplificada pelos iniciado-
res. O produto de PCR gerado, quando submeti-
do a acréscimo constante de temperatura, sofrera
variacdo de fluorescéncia em 90,2 °C enquan-
to outras amostras nao gerardo nenhuma varia-
¢do, mas apenas um sinal basal. As andlises em
gel de agarose (Figura 1) demonstram ndo ape-
nas a especificidade do amplicom gerado ao ser
digerido por enzima de restri¢cdo, mas também a

possibilidade de utilizagdo da técnica para identi-
ficacdo da bactéria em laboratdrios sem equipa-
mentos de PCR em tempo real.

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 and-
lise clivada com Haelll; 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.

A PCR é uma técnica que tem a capacidade de
otimizar a deteccdo de MAP, além de contar com
a vantagem de ndo requerer bacilos viaveis. Essa
técnica demonstrou ser uma especifica e de facil
execucdo. A utilizacdo do PCR em tempo real pro-
porciona maior velocidade nas andlises, ja que ndo
€ necessaria a utilizacdo da eletroforese, acarre-
tando melhor controle de qualidade no processo e
menor risco de contaminacao.

Conclusao

A PCR em tempo real padronizada nesse tra-
balho confirmou o isolamento de MAP no estado
de Minas Gerais em uma amostra enviada para
analise no Laboratdrio Nacional Agropecuario de
Minas Gerais (Lanagro/MG) em 2009. Os resul-
tados demonstraram que o método permite a ca-
racterizacdo molecular rapida do MAP, incremen-
tando a velocidade do diagnéstico laboratorial de
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Grafico 2 - Derivada de curva de melt da PCR em tempo real para Mycobacterium avium subps. Paratuberculosis com pico
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Fonte: Dados da pesquisa.

paratuberculose bovina. Novos estudos deverdo
ser conduzidos para confirmar os dados do pre-
sente estudo.
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