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RESUMO 

 

OLIVEIRA, TAYNARA SOMBRA. Diagnóstico sorológico e molecular de 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) em rebanhos bovinos leiteiros no 
Estado da Paraíba. Monografia. Patos, UFCG. 2016. 

 

   A paratuberculose, também conhecida como doença de Jonhe, é uma enfermidade 

infectocontagiosa crônica, causada por um bacilo álcool ácido resistente, denominado 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), que provoca uma enterite e linfadenite 

granulomatosa e apresenta distribuição mundial,  com  a capacidade de afetar várias espécies,  

como ovinos, caprinos, ruminantes selvagens, equinos, suinos, lebres, raposas, roedores e 

principalmente os bovinos. A enfermidade apresenta importância para economia, pois causa 

redução da eficiência alimentar, diminuição da produção de leite, redução do peso de abate,  

baixa eficiência reprodutiva e aumento dos custos sanitários; e para a saúde pública, devido ao 

possível caratér zoonótico da doença. No Brasil, já foram  relatados casos de paratuberculose 

em bovinos em alguns Estados das regiões Sul, Sudeste e Nordeste. Este trabalho propós 

realizar um estudo sorológico e molecular, através dos teste de ELISA e PCR, para determinar 

a presença do Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) em propriedades rurais 

com animais soropositivos no Estado da Paraíba. Foram avaliadas 45 amostras de sangue e 

leite de bovinos, provenientes de propriedades em Quixaba, Santa Luzia e João Pessoa. 

Observou-se resultado negativo na realização do teste de Reação em Cadeia de Polimerase 

(PCR) e resultado positivo em oito amostras através do ELISA. Os resultados sugerem que a 

paratuberculose pode estar ocorrendo na forma subclínica nos rebanhos leiteiros estudados, 

indicando a necessidade de ampliar os estudos de isolamento e identificação do agente na 

região. 

 

Palavras- chave: Paratuberculose, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, ELISA, 
PCR. 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

OLIVEIRA, TAYNARA SOMBRA. Diagnóstico sorológico e molecular de 
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) em rebanhos bovinos leiteiros no 
Estado da Paraíba. Monografia. Patos, UFCG. 2016. 

 

   Paratuberculosis, also known as Jonhe's disease, is a chronic infectious-contagious 

disease caused by a bacillus acid-fast acid called Mycobacterium avium subsp. 

Paratuberculosis (MAP), which causes enteritis and granulomatous lymphadenitis and is 

distributed worldwide, with the capacity to affect several species, such as sheep, goats, wild 

ruminants, horses, swine, hares, foxes, rodents and especially cattle. The disease is important 

for economics because it causes reduced food efficiency, reduced milk production, reduced 

slaughter weight, low reproductive efficiency and increased sanitary costs; And public health, 

due to the possible zoonotic character of the disease. In Brazil, cases of paratuberculosis have 

been reported in cattle in some states of the South, Southeast and Northeast regions. This 

work aimed to carry out a serological and molecular study, through ELISA and PCR, to 

determine the presence of Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis (MAP) on rural 

properties with seropositive animals in the State of Paraíba. We evaluated 45 blood samples 

and milk from cattle from Quixaba, Santa Luzia and João Pessoa. A negative result was 

observed in the Polymerase Chain Reaction (PCR) test and a positive result in eight samples 

by ELISA. The results suggest that paratuberculosis may be occurring in the subclinical form 

in the dairy herds studied, indicating the need to expand the studies of isolation and 

identification of the agent in the region.  

 

Key-words: Paratuberculosis, Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis, ELISA, PC
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A paratuberculose é uma enfermidade infectocontagiosa crônica, causada pelo 

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP), que apresenta distribuição mundial e  

afeta principalmente bovinos, porém já tem sido diagnosticada em ovinos, caprinos, 

ruminantes silvestres, equinos, suínos, coelhos e raposas.   

  A doença faz parte da lista de enfermidades da Organização Mundial de Saúde Animal 

(OIE), portanto, é considerada uma doença transmissível e de importância sócioeconômica e 

para a saúde, cujo impacto sobre o comércio internacional de animais e de produtos de origem 

animal é relevante, visto que os prejuízos dessa enfermidade podem trazer consequências para 

a economia.   

  Embora haja opiniões divergentes no que diz respeito ao caráter zoonótico da 

infecção, há relatos de isolamento de MAP em seres humanos acometidos por doença de 

Crohn. Some-se a isso o fato de que o agente é altamente resistente a pasteurização do leite, e 

a sua ingestão pode ser uma via de transmissão. Dessa maneira, deve-se existir uma 

preocupação com a doença de Crohn, tendo em vista que os sinais clínicos e achados 

patólogicos em humanos são bem parecidos com aqueles que ocorrem em animais.    

 Existem vários métodos de diagnóstico para a infecção por MAP, no entanto, alguns 

testes não apresentam sensibilidade e especificidade adequadas de acordo com fase da 

infecção, o que ainda é um desafio para o controle da enfermidade. No geral, deve ser 

realizada uma associação dos sinais clínicos apresentados pelo animal com a aplicação de 

testes de diagnóstico para eliminar a probabilidade de ocorrência de falsos positivos.  

  Em  2014 foi realizado um projeto, cujo tema era “Caracterização epidemiológica e 

espacial da paratuberculose bovina e bubalina no Estado da Paraíba”, em que foram utilizados 

2504 animais de 480 propriedades rurais e realizado o teste de ELISA indireto em todas as 

amostras, cujo resultado foi 252 animais positivos de 53 propriedades. A partir dos dados 

obtidos neste estudo, verificou-se, através de diagnóstico sorológico, que a infecção por MAP 

está ocorrendo no Estado da Paraíba. No presente trabalho foram utilizadas propriedades 

rurais que apresentaram animais soropositivos neste estudo prévio, com posterior aplicação de 

diagnóstico molecular e sorológico em amostras de leite e sangue.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Etiologia e patogenia 

 

 A Paratuberculose, também conhecida como doença de Jonhe, é uma enfermidade 

infectocontagiosa crônica, causada pelo Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis 

(MAP),  um bacilo álcool ácido resistente,  se caracteriza por ser uma bactéria gram positiva, 

aeróbia e possuir dependência em micobactina, que provoca uma enterite e linfadenite 

granulomatosa (COELHO; QUINTAS, 2012; WHITLOCK, 2006; HARRIS; BARLETTA, 

2001).   

  O período de incubação varia de 8-12 semanas e após a infecção o agente etiológico 

possui a capacidade de replicação dentro dos macrófagos, da lâmina própria do intestino 

delgado, intestino grosso e nos linfonodos mesentéricos,  onde ficam protegidos e não 

conseguem  ser destruídos pela resposta imune do hospedeiro. É importante salientar que o 

agente não produz toxinas e não causa danos celulares, e sua virulência está associada à 

capacidade de resistência à destruição pelos macrofágos através da inibição da conversão de 

fagossomo em fagolisossomos. Dessa forma, o agente consegue sobreviver ao processo de 

destruição intracelular ocasionado pelas células de defesa do intestino (YAMASAKI, 2010; 

RIET- CORREA; DRIEMEIER, 2007; LILENBAUM et al., 2007). Além disso, a doença 

apresenta uma longa fase subclínica, ocasionando dificuldades para o controle e grandes 

perdas na produção (BENNET et al., 2012).  

  O MAP provoca uma reação inflamatória granulomatosa na mucosa intestinal, que 

promove uma junção das vilosidades intestinais, e desencadeia uma síndrome da má absorção. 

A parede intestinal espessada começa, gradativamente, a perder proteínas do sangue para o 

intestino, resultando em uma perda direta de nutrientes da corrente sanguínea, causando uma 

hipoproteinemia. Além disso, provoca queda de produção e da fertilidade, e aumento da 

susceptibilidade à infecções secundárias (GOMES, 2013; YAMASAKI,  2010).  

   Durante o curso da infecção, ocorrem períodos de remissão e exacerbação da atividade 

imunológica, demonstrando que a doença é o reflexo da reação imune do hospedeiro. Na fase 

terminal, macrófagos infectados conseguem chegar a corrente circulatória, provocando 

bacteremia e disseminação do microrganismo para o fígado, rins, pulmões, trato reprodutor e 

úbere (YAMASAKI, 2013; STABEL, 2010).   
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  O MAP possui uma alta resistência à pasteurização e aos fatores químicos e físicos, 

permitindo sobreviver por vários meses no solo, na água e nas fezes. Algumas pesquisas 

comprovaram a resistência do agente à dessecação, a condicões ácidas e desinfetantes 

(CHIODINI et al.,1984).  

  

2.2 Epidemiologia 

 

 A doença tem distribuição mundial, e possui a capacidade de afetar várias espécies, 

tais como ovinos, caprinos, ruminantes selvagens, equinos, suinos, lebres, raposas, roedores e 

principalmente os bovinos. Além disso, existem evidências e pesquisas que sugerem o 

possível envolvimento da doença de Jonhe com a doença de Crohn (DC) que causa uma 

inflamação crônica e granulomatosa no intestino de humanos (CARVALHO, 2014; 

CHIODINI et al., 2012; GILARDONI; PAOLICCHI; MUNDO; 2012; CIRONE, 2006).  

  Segundo um estudo realizado por Carvalho (2014), o DNA do MAP foi detectado em 

alguns pacientes com Doença de Crohn. Sendo este, o primeiro relato da presença do agente 

em biópsias intestinais de pacientes com suspeitas de DC. A transmissão para os seres 

humanos também pode acontecer através do consumo de água ou alimentos contaminados 

(GASPAR-GRILLO et al.,  2012).  

  A infecção ocorre principalmente nos primeiros seis meses de idade devido à 

imaturidade do sistema imunológico dos neonatos. Os animais jovens são mais susceptíveis à 

infecção orofecal do que os adultos. A manifestação dos sinais clínicos pode acontecer 

geralmente entre os dois e cinco anos de idade (GILARDONI; PAOLICCHI; MUNDO; 

2012). 

  De acordo com Nielsen e Toft (2008) alguns hospedeiros podem ser portadores 

subclínicos ou assintomáticos, devido à característica de apresentar infecção latente, sendo 

esta a principal forma de introdução da enfermidade em rebanhos livres. A transmissão ocorre 

principalmente pela via oro-fecal, através do consumo de pastagens contaminadas com fezes 

de animais infectados ou quando neonatos entram em contato com o úbere contaminado com 

fezes que contêm o MAP, no momento da ingestão do colostro ou leite, ou pela via intra-

uterina, mesmo quando a mãe é clinicamente sadia (LOMBARD, 2011; RIET- CORREA; 

DRIEMEIER, 2007).    
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  Segundo Luenda et al (2013) e Chiodini (1984) existem alguns fatores de risco, que 

podem favorecer a transmissão da doença, como presença de animais jovens no rebanho, 

propriedades com criação intensiva, solos ácidos, deficiência alimentar, estresse, transporte de 

animais, períodos de gestação, lactação, parição e imunossupressão, devido à alguns agentes 

infecciosos. A doença é mais comum nas regiões temperadas e climas úmidos, existindo 

indícios de que os bovinos mantidos em solos alcalinos estão menos suscetíveis a adquirir a 

doença (GOMES, 2013). As criações leiteiras são as mais afetadas e apresentam uma maior 

prevalência da doença em relação aos animais de corte, pois o confinamento e o maior contato 

com as fezes, propicia condições para a propagação da infecção entre os indivíduos. A 

prevalência da doença aumenta em propriedades com animais que apresentam sinais clínicos 

e continuam o convivío com os outros animais, principalmente se tiver a presença de neonatos 

que são os mais susceptíveis à infecção, ou quando são mantidos em situações precárias, com 

manejo nutricional deficiente (NIELSEN; TOFT, 2008).  

  Nos estágios mais avançados da doença, as vacas que estão infectadas liberam as 

micobactérias diariamente nas fezes. Devido ao longo período de incubação da doença, a 

disseminação do agente pelas fezes dos animais infectados pode ocorrer por mais de 18 

meses, sem que os sinais clínicos da doença apareçam. São eliminadas em média 5x105 

microrganismo/dia/animal com a forma clínica da doença, representando uma ameaça para os 

bezerros e para os outros animais. O MAP pode permanecer em diversos ambientes por anos 

(BARKEMA et al., 2012, LOMBARD, 2011, CHIODINI et al., 1984).  

  A imunidade específica contra micobactérias é essencialmente mediada por células; os 

anticorpos possuem eficácia limitada contra estes agentes e a sua destruição está 

principalmente relacionada a mecanismos intracelulares de eliminação através de macrófagos 

infectados (STABEL, 2010).   

  Existe uma certa dificuldade para a detecção dos animais infectados no rebanho, 

devido ao lento desenvolvimento da doença, persistência do agente dentro de macrofágos, e a 

discreta e prolongada transição entre os três estágios da infecção, que consiste em fase 

subclínica, fase subclínica excretora e fase clínica excretora. Na fase subclínica, o processo 

infeccioso se desenvolve sem que ocorra a eliminação do agente. Na fase subclínica excretora, 

a concentração de micobactérias na mucosa e lúmen intestinal aumentam gradativamente, sem 

o aparecimento de sinais clínicos. Na fase clínica excretora, ocorre uma diarréia crônica e 

aparecimento de sintomas infecciosos generalizados (BEHR; COLLINS 2010; COCITO et 

al., 1994).    
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  Os animais podem ser classificados de acordo com a relação entre agente e 

hospedeiro, definindo-se em animais infectados resistentes, intermediários e clínicos. Os 

infectados resistentes são geralmente animais adultos que conseguem desenvolver resistência 

rapidamente, controlando a infecção e não sendo eliminadores do agente. Os animais 

intermediários não conseguem controlar completamente a infecção, alguns tornam-se os 

eliminadores do agente. Os animais clínicos geralmente são os animais jovens que apresentam 

a síndrome da má absorção, devido à característica do agente de penetrar na mucosa intestinal 

e causar uma diminuição na absorção das proteínas (BLOOD et al., 1991).  

   No Brasil há relatos da Paratuberculose em bovinos em alguns estados das regiões 

Sul, Sudeste e Nordeste (MOTA et al, 2009; RIET- CORREA; DRIEMEIER, 2007). No 

Estado da Paraíba, Mota et al. (2009) relataram o primeiro diagnóstico da doença em bovinos 

e Oliveira et al. (2010), relataram em ovinos e caprinos. De acordo com Vilar (2015) e 

Medeiros (2011), a frequência de animais soropositivos para o MAP no Estado da Paraíba é 

alta, ressaltando a importância da realização de mais estudos para verificar os impactos da 

doença na região. 

2.3 Sinais Clínicos 

 

 As micobactérias causam uma intensa reação inflamatória granulomatosa na mucosa 

intestinal, promovendo um colabamento das vilosidades intestinais e consequentemente 

provocam uma diminuição na absorção dos nutrientes, conhecido como síndrome da má 

absorção (RIET- CORREA; DRIEMEIER, 2007; WHITLOCK, 2006).  

  O principal sinal observado na fase clínica é a diarreia crônica e persistente, não 

responsiva ao tratamento. Associado a esse quadro clínico, pode ocorrer desidratação, 

caquexia, fraqueza generalizada, perda progressiva de peso, febre intermitente, pelos sem 

brilho e com falhas. Os sinais geralmente aparecem pela primeira vez em animais mais 

jovens, no entanto a doença pode acometer animais em qualquer idade ao longo de 1 a 2 anos 

e no gado leiteiro é mais comum observa-la entre 3 e 5 anos. O curso clínico da doença pode 

variar de três a seis meses, podendo antes disso, no estágio terminal, ocorrer perda total do 

apetite, edema ventral, caquexia, debilitação e morte (CRUZ, 2015; OIE, 2014; GOMES, 

2013; TEIXEIRA, 2008).   

  Ainda não são bem conhecidos os fatores que estão associados à mudança do estágio 

assintomático para o estágio sintomático. Em fêmeas gestantes, alguns fatores podem 

influenciar o aumento de incidência da doença logo após o parto, como estresse e a alta 
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produção leiteira, no entanto os  resultados de infecções experimentais não confirmam este 

ponto de vista. Há indícios de que a concentração de ferro e vitamina D da dieta poderia 

modular o curso da doença, mas os estudos experimentais são contraditórios (GOMES, 2013). 

2.4 Patologia 

 

2.4.1 Alterações macroscópicas 

 

 Em bovinos com Paratuberculose, os achados de necropsia mais característicos estão 

presentes na fase avançada da doença, quando os sinais clínicos já estão evidentes. As lesões 

macroscópicas caracterizam-se por enterite proliferativa localizada, a parede intestinal 

apresenta-se mais espessada, com aspecto cerebroide e anelado devido à formação de rugas e 

pregas na mucosa, podendo ser observado edema, hemorragias petequiais e úlceras focais.  

Os linfonodos mesentéricos encontram-se reativos e edemaciados, e ao corte flui uma grande 

quantidade de líquido leitoso. Nas grandes artérias, principalmente na base da aorta, observa-

se placas com aspecto embranquiçado e opaco, que consistem de mineralização. Além disso, a 

linfangite é um achado específico e importante para auxiliar no diagnóstico (BRITO; MOTA; 

YAMASAKI, 2014; RIET- CORREA; DRIEMEIER, 2007).  

2.4.2 Alterações microscópicas 

 

 Nas lesões histopatólogicas é possível observar infiltração da mucosa e lâmina própria 

do intestino com presença de macrófagos, linfócitos, células gigantes, plasmócitos, neutrófilos 

e eosinófilos. Lesões granulomatosas ocorrem nos linfonodos e vasos linfáticos, com 

proliferação de fibroblastos e fibras colágenas (OIE, 2014; DRIEMEIER,  1999) . 

  Segundo Yamasaki (2013) e Rodrigues (2005), os principais achados histopatológicos 

foram encontrados no  intestino delgado, em que foi possível observar enterite, linfangite, 

linfangiectasia e linfadenite granulomatosa, evidenciando a presença de infiltrado 

inflamatório de linfócitos, eosinófilos e principalmente macrófagos que apresentam aspecto 

de células gigantes de Langhans. Essas lesões se restringiam às túnicas mucosa e submucosa, 

especialmente no jejuno, íleo e nas válvulas ileocecais. Em casos clínicos avançados, foi 

possível detectar lesão granulomatosa multifocal com presença de bacilo álcool-ácido 

resistente e algumas vezes difusa nos linfonodos mesentéricos.  
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  A observação de bacilos álcool-ácido resistentes no intestino delgado associado com 

as alterações macroscópicas típicas da doença permitem assegurar o diagnóstico 

anatomopatológico (MOTA et al., 2007). 

 

2.5 Diagnóstico 

 

2.5.1  Diagnóstico clínico 

 

 O diagnóstico da doença na fase clínica em bovinos pode ser realizado através da 

anamnese e dos sinais clínicos apresentados pelo animal, principalmente se tiver a presença 

de diarreia crônica, emagrecimento progressivo e desidratação. Além disso, é necessário a 

realização de necropsia e de exames laboratorias para a confirmação do diagnóstico (OIE,  

2014). 

 

2.5.2  Diagnóstico laboratorial 

 

 A sorologia, imunologia, cultivo bacteriano, histopatologia e a biologia molecular são 

alguns métodos de diagnóstico laboratorial. No entanto, o diagnóstico laboratorial pode ser 

dificultado devido ao lento crescimento do MAP e pela sua resposta imune complexa. Para 

evitar resultados falso positivos, é importante considerar o quadro clínico do animal e realizar 

uma associação de três ou mais métodos de diagnóstico, podendo ser utilizado o teste de 

ensaio imunoenzimático indireto (ELISA), fixação de complemento (FC), imunodifusão em 

gel de ágar (IDGA), cultivo bacteriológico, reação em cadeia de polimerase (PCR) e a 

imunohistoquímica (IHQ). Alguns testes, como ELISA e cultura bacteriológica, não 

conseguem identificar os bacilos no início da infecção (BRITO; MOTA; YAMASAKI, 2014; 

CARVALHO, et al 2012, YAMASAKI, 2010, MARASSI, 2005). 

 Os testes sorólogicos mais utilizados para detecção de anticorpos são fixação de 

complemento, imunodifusão em gel de ágar (IDGA) e ELISA, sendo considerados os mais 

sensíveis no diagnóstico da enfermidade subclínica. O teste de fixação de complemento é 

menos específico e o de imunodifusão é menos sensível. Já o de ELISA pode detectar 

aproximadamente 60% dos animais que excretam o agente através das fezes,  e possui 

especificidade de 99% (OIE, 2014; YAMASAKI et al., 2013; ACYPRESTE et al., 2005). 
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  Outro exame que pode ser utilizado é o bacterioscópico, que consiste em uma técnica 

rápida, feito com coloração de esfregaços de amostras pelo Ziehl-Neelsen. O cultivo de 

amostras fecais é o método padrão ouro, todavia apresenta algumas desvantagens, como o 

custo elevado, hipercrescimento de culturas com contaminantes, presença de germes ácido 

resistentes saprófitos nas fezes e a demora no diagnóstico, podendo durar até 16 semanas para 

finalizar o resultado (GOMES, 2013; CARVALHO et al., 2013; CARVALHO, 2008; SILVA, 

2005).  

  De acordo com Ristow et al (2006) o protocolo de avaliação de cultivo fecal através da 

centrifugação recomendada pela OIE demonstraram os melhores resultados quanto à 

recuperação de MAP. Segundo Pradenas et al (2008)  a cultura com amostras fecais associado 

com o teste de ELISA indireto pode ser utilizado com êxito para a detecção da infecção em 

rebanhos leiteiros. Constataram a importânica de combinar o diagnóstico molecular (PCR) 

com cultura bacteriológica para identificação positiva de vacas em um rebanho. 

  Covarrubias et al (2012), mostrou mais uma alternativa para o diagnóstico, através do 

resultado obtido pelo teste de ELISA com o antígeno protoplasmático derivado de uma cepa 

de MAP 3065 de origem ovina, obtendo a sensibilidade de 79,31% e especificidade de 

82,25%. Associado a isso, recomendou a realizaçao de teste sorológico e PCR. 

 A reação em cadeia da polimerase (PCR) pode ser utilizada, e se baseia na detecção e 

amplificação dos seguimentos específicos do DNA da bactéria, através de amostras de fezes, 

tecidos e leite. O alvo mais freqüentemente usados são o gene que codifica o 16S rRNA, e o 

elemento de inserção IS900 (LILENBAUM et al., 2007). A PCR  apresenta vantagens em 

relação a identificação convencional por meio do exame bacteriológico, sendo um teste 

específico, rápido e de sensibilidade elevada nos casos clínicos. Todavia, a sua sensibilidade, 

depende da eficiência da extração do DNA a partir de amostras clínicas, das condições de 

amplificação e do método de detecção dos produtos da PCR. Além disso, apresenta outra 

desvantagem de ser caro, laborioso e que exige técnicos especializados (BRITO; MOTA; 

YAMASAKI, 2014; CARVALHO, 2008). 

  De acordo com Gilardoni (2012), a sensibilidade e especificidade dos testes 

realizados, variam de acordo com o estágio da doença nos animais. Diante disso, a escolha e 

aplicação correta de cada um dos testes auxilia e garante o sucesso do diagnóstico, permitindo 

o estabelecimento de programas de controle. 
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2.6 Controle e profilaxia 

 

  Segundo Lilenbaum et al (2007) não existe um tratamento eficaz para animais doentes 

e os programas de controle são baseados em medidas de manejo e abate de animais 

sintomáticos. 

  É fundamental evitar a transmissão da enfermidade para animais mais jovens, 

utilizando medidas como rotina de higiene das instalações após cada ordenha, separação de 

bezerros de animais adultos, isolamento dos animais que estão apresentando os sintomas, 

realização de testes para identificação de animais infectados, evitar  alimentação dos bezerros 

com colostro provenientes de vacas infectadas, proibição da importação de animais 

originários de países que não possuam um programa de controle para a doença e a realização 

de campanhas para conscientizar os proprietários (BARKEMA et al., 2012).  

 

2.7 Importância para economia e saúde pública 

 

   As principais perdas econômicas decorrentes da  presença do agente nos rebanhos são: 

redução da eficiência alimentar, diminuição da produção de leite, redução do peso de abate, 

baixa eficiência reprodutiva, aumento na incidência de mastite, conversão alimentar pobre e 

maior predisposição a outras doenças (FREITAS, 2014; BRITO; MOTA; YAMASAKI, 2014; 

HASONOVA; PAVLIK, 2006).  

 A importância da paratuberculose para a Saúde Pública deve-se ao possível potencial 

zoonótico da doença (OIE, 2015). De acordo com Retamal et al (2011) e Naser et al (2009), 

existem diversas evidências que sugerem que o MAP possui capacidade de infectar os 

humanos. Porém, ainda não foi possível comprovar se o mesmo é o agente etiológico da 

doença ou consequência de uma infecção secundária. Diante disso, o potencial zoonótico da 

bactéria deve ser investigado devido as semelhanças entre os processos clínicos, 

fisiopatológicas e histopatológicos da doença de John e da doença de Crohn.  O leite e as 

fezes são as principais vias de eliminação do agente, contaminando os pastos e, direta ou 

indiretamente, as fontes de água podendo infectar humanos pela ingestão de água contendo o 

microrganismo viável. Sendo confirmado por pesquisas que demonstraram a presença do 

agente em amostras de leite cru (GIESE e AHRENA, 2000) e em leite comercializado, 

demonstrando que consegue resistir à pasteurização High-Temperature Short-Time (HTST), 

sendo esta não totalmente eficaz na eliminação do MAP.  
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  Segundo Braga (2015), foi possível comprovar a presença do MAP na água para 

consumo humano e animal  na região da Zona da Mata Mineira, em que o o agente foi 

identificado em 50% das amostras de água para consumo animal e em 30% das amostras de 

água para consumo humano. Diante disso, as pesquisas realizadas evidenciaram que o leite e a 

água representa um veículo de transmissão do agente para humanos, sendo fundamental 

alertar tanto os produtores como a população sobre a importância dessa enfermidade, visto 

que é uma doença que pode trazer vários prejuízos econômicos e possíveis prejuízos para a 

saúde publica.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

 Foi realizado um estudo epidemiológico para a infecção por MAP no Estado da 

Paraíba (Vilar et al., 2015), no qual foram utilizados 2504 animais de 480 propriedades rurais 

das regiões de Sertão, Borborema e Agreste, em que foi possível constatar através de teste 

sorológicos, Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), 53 propriedades positivas e 252 

animais positivos, com prevalência de 11,8% e 10,7%, respectivamente. No presente trabalho 

foram selecionadas três propriedades que apresentaram as maiores prevalências de animais 

soropositivos, com a colheita de sangue e leite de todas as vacas em lactação.  

3.2 Coleta das amostras 

 

 Foram selecionadas propriedades em Quixabá, Santa Luzia e Joao Pessoa, no estado 

da Paraíba. Em cada propriedade rural selecionada foram realizadas três coletas pareadas de 

sangue e leite de todas as vacas em lactação, em intervalos de 15 dias. Não sendo possível 

realizar a terceira coleta na propriedade de Santa Luzia, devido à venda dos animais. As 

amostras de sangue foram coletadas em volumes de 10 mL com tubos a vácuo sem anti-

coagulante e com capacidade de 15 mL. As amostras de leite foram coletadas em tubos tipo 

Falcon, em volumes de 15 ml, sendo os três primeiros jatos de leite descartados. A 

identificação dos tubos utilizou um código de 4 dígitos, dos quais os dois dígitos iniciais 

significaram o código da propriedade e os dois dígitos finais a seqüência do número da fêmea 

amostrada. O transporte das amostras para o Laboratório de Doenças Transmissíveis da 

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) foi realizado em caixas térmicas com 

suporte plástico para os tubos de sangue e de leite, gelo reciclável com embalagem  rígida,  

nos tamanhos 400 ml (médio) e 550 ml (grande). No laboratório as amostras de sangue 

foram centrifugadas e os soros transferidos para microtubos, e em seguida as amostras foram 

acondicionadas em forma de duplicata e congeladas para a realização dos testes sorológicos. 

O leite foi separado em estantes e congelado para a posterior realização do teste molecular. 
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3.3 Diagnóstico laboratorial 

 

 Para o diagnóstico da doença, foram realizados dois testes laboratoriais. Para o 

diagnóstico sorológico, foram utilizadas as amostras de soro e realizado o teste ELISA 

indireto. Para o diagnóstico molecular, foram utilizadas as amostras de leite e realizada a 

Reação em Cadeia de Polimerase (PCR). 

3.3.1  Diagnóstico sorológico 

 

 O teste de ELISA indireto foi realizado no Laboratório de Doenças Transmissíveis da 

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), utilizando-se kits comerciais da IDEXX 

Paratuberculosis Screening e seguindo as recomendações do fabricante. A primeira etapa 

realizada foi o preparo e distribuição das amostras em um placa de diluição não impregnada 

com o antígeno,após isso foi feito a diluição do controle positivo, controle negativo e das 

amostras com o tampão de diluição. Posteriormente, foi seguido o protocolo do teste, com a 

realização de transferência das amostras para placas apropriadas e impregnadas com o 

antígeno, incubação das amostras por 45 minutos,  lavagem da placa, distribuição do 

conjugado, incubação do conjugado por 30 minutos, lavagem da placa, distribuição do 

substrato, incubação do substrato por 10 minutos e distribuição da solução de interrupção. Em 

seguida, foi realizado a leitura e interpretação dos resultados, através de cálculos protocolados 

pelo fabricante. 

3.3.2  Reação em cadeia de polimerase (PCR)  

 

 A reação em cadeia de polimerase (PCR) foi realizado na Universidade Federal de 

Viçosa (UFV)-MG e na Universidade Federal Rural do Pernambuco (UFRPE). Para a 

realização da técnica, primeiramente foi realizada a extração do DNA, para posterior 

realização da PCR. Dessa maneira, para a extração do DNA, foi utilizado o kit Wizard® 

Genomic DNA Purification (Promega), utilizado conforme as instruções do fabricante. Foi 

aplicado protocolo utilizando lisozima 2% e outro utilizando proteinase K, ambos contendo os 

passos de lise, precipitação proteica, precipitação do DNA e reidratação do DNA. 

Posteriormente foi mensurado a concentração de DNA, utilizando NanoDrop Lite 

Spectrophotometer (Thermo Scientific), a média da concentração de extração de DNA das 
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amostras de leite foi 21,5 ng. A seguir, foi realizado a PCR com o primer IS900 para detecção 

de MAP. O controle positivo foi DNA de MAP K10 e o negativo água ultrapura.  Para a 

realização da técnica de PCR foi utilizado o kit Go Taq® Green Master Mix de acordo com as 

instruções do fabricante. Cada reação teve um volume final de 25 µl, sendo 12,5 µl de mix, 

6,5 µl de água nuclease, 1µl de primer F e primer R e 4µl do DNA extraído da amostra de 

leite. As amostras foram colocadas no termociclador e submetida a três ciclos: desnaturação a 

95ºC para separação das fitas de DNA, anelamento a 57º C para a fita se unir aos primers e 

extensão a 72ºC, para amplificação da sequência de DNA. Posteriormente, o resultado da 

PCR foi verificado em eletroforese em gel de agarose. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

  No estado da Paraíba, dados de ocorrência da Paratuberculose em rebanhos de bovinos 

ainda são escassos, o que torna o estudo relevante para verificar a condição epidemiológica, 

bem como os fatores que podem contribuir para a difusão da enfermidade e os testes 

laboratoriais utilizados para a detecção do agente. Durante a realização das coletas, os animais 

não apresentaram sinais clínicos semelhantes aos da doença, como diarreia profusa e 

intermitente, emagrecimento progressivo, desidratação; sendo sugestivo que esses poderiam 

estar infectados nos estadios iniciais da enfermidade, quando já eliminam o microorganismo 

para o ambiente, mas ainda nao apresentam sinais clínicos. Os resultados das amostras dos 17 

animais e das 45 amostras de sangue e leite foram realizados através das análises sorológicas 

e moleculares (tabela 1).  A análise sorológica realizada pelo teste de ELISA indireto revelou 

que 8 amostras foram consideradas positivas e 3 suspeitas (figura 2).  

   Os testes sorológicos são constantemente utilizados para a detecção de animais com 

infecção subclínica, dentre os quais se destaca o ensaio imunoenzimático indireto (ELISA), 

uma vez que é mais sensível do que a fixação de complemento e a imunodifusão em gel de 

ágar (IDGA), sendo capaz de detectar anticorpos em baixas concentrações (LILENBAUM et 

al., 2007).   

  Segundo Lombard (2011)  afirma que uma quantidade das moléculas de IgG presentes 

no leite seja derivado do transporte de IgG do soro, sendo a maior parte delas produzidas por 

células da glândula mamária. A infecção inicialmente é localizada no intestino e a presença de 

grandes quantidades de IgG no leite nao é esperado nos estádios iniciais da doença, em que 

nao ocorre a presença dos sinais clínicos. Diante disso, Carvalho 2008, pode concluir que o 

resultado dos testes de ELISA utilizando amostras de soro e leite, apresentaram resultados 

diferentes.  

   Alguns animais, quando expostos ao Map, desenvolvem uma resposta imune 

protetora que destrói o microrganismo e torna o animal positivo no teste sorológico. Com 

repetidas exposições ao antígeno, tais animais resistentes e não infectados permanecem 

reagentes ao teste. No entanto, há dificuldades em se diferenciar animais resistentes de 

infectados, através de testes imunológicos, pois estes informam o status de exposição e não de 

infecção. Diante disso, a presença de animais reagentes não necessariamente significa que o 

rebanho está infectado, pode ser sugestivo de que o animal já teve contato com o agente 

(CHIODINI et al., 1984).  
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  De acordo com Acypreste et al (2005) e Covarrubiasa et al (2012) o ELISA serviu 

com alternativa no diagnóstico, sendo um dos testes sorológicos indicativo da presença de 

anticorpos anti-M. Paratuberculosis.  

  Das 45 amostras coletadas, não foram detectados o agente, após o processamento das 

amostras de leite avaliadas pelo teste da Reação em Cadeia de Polimerase (PCR)- figura 1. 

Diante dos resultados encontrados na PCR, as moléculas de DNA ao ser evidenciado por 

meio de eletroforese em gel de agarose podem não ter sido observadas provavelmente em 

função da grande quantidade de gordura presente nas amostras (CARVALHO, 2008).   

  De acordo com Brito; Mota; Yamasaki (2015) e  Cocito et al,  (1994), mesmo que o 

PCR apresente boa sensibilidade e especificidade para a detecção do agente, ainda nao é 

sensível o suficiente para detecção de antígenos especialmente em casos contendo poucos 

bacilos álcool ácido resistentes (BAARs). Diante disso, o resultado pode ter sido negativo, 

considerando que o agente apresenta a característica de eliminaçao intermitente e o número de 

bactérias eliminadas no leite poderia ser pequeno quando as amostras foram coletadas.  

  A sensibilidade do teste para identificar o agente em amostras clínicas, como leite e 

tecidos é semelhante ou um pouco menor que a cultura. Uma das possíveis razões para esta 

baixa sensibilidade pode ser a presença de substâncias inibidoras de DNA e a dificuldade para 

a sua remoção.  

  Segundo Carvalho (2008), existem poucos estudos publicados que utilizam a técnica 

de PCR para a detecçao do Map em amostras de leite individual in natura, sendo necessário 

mais estudos que utilizem esse teste para comparar resultados e determinar sua eficiência. 

 

 Figura 1: Resultado do teste de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR).  
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Tabela 1. Resultados das análises sorológicas e moleculares. 

Identificação dos 
animais 

Identificação 
das 

propriedades 

1ª Coleta 2ª Coleta 3ª Coleta 

PCR/ ELISA PCR/ELISA PCR/ELISA 

0101 A - / - - / - - / - 
0201 B - / - - / - NR 
0202 B - / - - / - NR 
0203 B - /+ - /+ NR 
0204 B - / - - / - NR 
0205 B - / - - / - NR 
0206 B - / - - / - NR 
0301 C - /+ - / - - / - 
0302 C - / - - / - - /+ 
0303 C - / - - /+ - / - 
0304 C - / - - / - - / - 
0305 C - / - - / - - / - 
0306 C - / - - / - - / - 
0307 C - / - - / - - / - 
0308 C - / - - / - - / - 
0309 C - /+ - /+ - / - 
0310 C - /+ - / - - /+ 

Legenda:A- Quixaba; B- Santa Luzia; C-  João Pessoa; NR- não realizado; (-) negativo; (+) positivo; total de 
animais: 17; total de amostras: 45 
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Figura 2. Resultado do teste de ELISA indireto. 
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5 CONCLUSÃO 

 

  Com base nos resultados obtidos, pode se observar que a Paratuberculose bovina está 

ocorrendo na forma subclínica nos rebanhos leiteiros estudados, indicando a necessidade de 

ampliar os conhecimentos com a realização de estudos de isolamento e identificação do 

agente na região, para estimar a extensão do problema, com vistas à implantação de medidas 

de prevenção para evitar a disseminação desta enfermidade. 
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