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APRESENTAÇÃO 

O livro abrange temas relevantes relacionados a saúde animal, parasitologia, 
comportamento animal e produção de forragens. E estão divididos em volume 
II e volume III somando 52 capítulos. Nestes foram descritos relato de caso, 
experimentos e revisões. Que contém informações importantes para o entendimento 
do leitor, proporcionando uma visão clara e completa de todo conteúdo a ser 
abordado. No volume II e III, estão descritos assuntos como o comportamento, 
cognição e aprendizagem em cães, avaliação de carrapaticidas químicos, produção 
de forragem, coccidiose aviária, diagnóstico de tumores de pele em animais 
domésticos entre outros.

Os estudantes dos cursos das agrárias têm a sua disposição uma literatura 
cientifica ampla e aprofundada sobre os assuntos de maior vigência na atualidade. 
É um livro que aborda as mais diversas áreas da Medicina Veterinária e da produção 
animal, tornando os seus capítulos indispensáveis para uma atualização dos 
profissionais da área. 

Nas últimas décadas houve grande aumento no número de grupos de pesquisa 
e publicações sobre comportamento, cognição e bem-estar de cães. Trazendo o 
foco nos novos conhecimentos gerados, nas dificuldades de compreensão desse 
conhecimento e as iniciativas que parecem poder suplantar as dificuldades.

Com tudo, a diversidade de assuntos abordados nos volumes II e III 
apresentam capítulos com pesquisas, relatos, objetivos e resultados, desenvolvidos 
por diversos pesquisadores, professores, profissionais e estudantes. Como uma 
maneira de expandir a pesquisa cientifica como uma fonte importante para auxiliar 
na atualização de todos que buscam uma fonte segura e atualizadas sobre a ciência 
animal.

 
Alécio Matos Pereira

Sara Silva Reis
Wesklen Marcelo Rocha Pereira
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RESUMO: Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis (MAP) é o agente etiológico 
da doença da paratuberculose. Neste estudo 
identificou-se pela primeira vez no Brasil por meio 
da técnica de isolamento e Reação em Cadeia 
da Polimerase (PCR), a presença de MAP viável 
em queijo tipo coalho de búfala. Posteriormente, 
para a tipificação do isolado realizou-se a técnica 

de Análise de Restrição Enzimática (REA) da 
região IS1311 do MAP que identificou o tipo 
Cattle subtipo Bison. Este resultado, inédito no 
Brasil, alerta para a presença de MAP em queijo 
coalho de búfalo comercializado em Alagoas, 
Nordeste do Brasil. É importante ressaltar, 
que esse microrganismo pode estar envolvido 
com enfermidades em humanos, suscitando a 
necessidade de mais pesquisas na área.
PALAVRAS CHAVE: Búfalos, paratuberculose, 
tipificação, IS1311, isolamento.

OCCURRENCE OF VIABLE 
MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. 
PARATUBERCULOSIS IN BUFFALO 

COALHO CHEESE FROM ALAGOAS, 
BRAZIL

ABSTRACT: Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis (MAP) is the etiologic agent 
of paratuberculosis disease. In this study, the 
presence of viable MAP in buffalo coalho cheese 
was identified for the first time in Brazil through the 
Isolation and Polymerase Chain Reaction (PCR) 
technique. Subsequently, for typing the isolate, 
the technique of Restriction Enzyme Analysis 
(REA) of MAP region IS1311 was realized, which 
identified the isolate belonging to the Cattle type, 
Bison subtype. This result, previously unheard of 
in Brazil, assists in MAP control strategies in food, 
since this microorganism is suspected of being 
involved with diseases in humans.
KEYWORDS: Buffaloes; paratuberculosis; 
IS1311; IS900; isolation.
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1 |  INTRODUÇÃO
A doença de Johne, também conhecida por paratuberculose, é uma 

inflamação intestinal crônica causada por Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis (MAP). Essa enfermidade afeta principalmente ruminantes, mas 
já foi descrito acometendo várias outras espécies animais, incluindo as selvagens 
(MANNING, 2001).

Assim, a paratuberculose é responsável por sérias consequências 
econômicas e de saúde animal em todo o mundo (BENEDICTUS; DIJKHUIZEN; 
STELWAGEN, 1987; OTT; WELLS; WAGNER, 1999). O MAP também é de interesse 
na saúde pública devido ao seu possível envolvimento na doença de Crohn em 
humanos que é doença debilitante crônica de etiologia desconhecida e que 
apresenta uma patologia semelhante à doença de Johne (SECHI; DOW, 2015). 

Embora existam muitas dúvidas sobre as condições em que a doença em 
seres humanos possa se desenvolver, é fundamental compreender melhor o risco 
de exposição humana ao MAP de várias fontes, incluindo o contato direto com 
animais, o meio ambiente e o consumo de alimentos potencialmente contaminados 
(WADDELL et al., 2016).

Um dos alimentos que pode representar risco à saúde humana é o queijo 
artesanal Coalho por ser produzido com leite cru. Esse tipo de queijo é tipicamente 
nordestino e muito popular, amplamente consumido pela população local e em todo 
o Brasil. As principais características desse queijo são o sabor levemente salgado 
e ácido, e a resistência ao calor sem derreter, permitindo a preparação do popular 
queijo assado (SILVA et al., 2012).

MAP já foi identificado em vários produtos alimentícios, no entanto estudos 
em derivados de leite de búfala são escassos no mundo. 

Diante do exposto o objetivo deste estudo foi identificar a ocorrência de MAP 
viável em amostras de queijo de coalho de búfalo, no estado de Alagoas, Nordeste 
do Brasil.

2 |  METODOLOGIA

2.1 Amostragem
Nesse estudo foram consideradas duas amostras da mesma marca de 

queijo tipo coalho pasteurizado de búfala, coletadas no único estabelecimento 
que comercializava o queijo de coalho de búfala, localizado no Estado de Alagoas, 
Brasil. Essas amostras foram armazenadas em temperatura de refrigeração e 
encaminhadas ao laboratório para análises microbiológicas e moleculares. 



 
A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinária 3 Capítulo 7 52

2.2 Descontaminação e cultivo para isolamento do MAP
Para descontaminação utilizou-se o protocolo descrito por Faria et al. (2014)

com algumas modificações. Resumidamente, o exterior da embalagem dos queijos 
foi descontaminada com álcool 70% com posterior exposição à 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 
solução de NaCl a 1% e por ação mecânica o queijo foi homogeneizado e macerado. 
A amostra foi colocada em banho maria por 30 minutos a 37°C. Em seguida, 30 ml 
da suspensão 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 solução de hexadecyl pyridinium chloride (HPC) a 0,75%. Logo após, 
as amostras foram deixadas em sala escura à 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; alíquotas de 250 µL foram 
distribuídas em duplicata no meio de cultura Löwenstein Jensen enriquecido com 
Micobactina J, incubados em estufa a 37°C e observados semanalmente durante 
3 meses.

2.3 Extração do DNA das amostras
Colônias suspeitas foram coletadas, diluídas em 200 µL de PBS pH 7,2 

esterilizado e submetidas à extração de DNA utilizando-se o kit comercial “QIAamp 
DNA Mini Kit”, utilizando-se o protocolo do fabricante.

2.4 Detecção molecular da região IS900 do MAP
O DNA extraído foi submetido às amplificações em um volume final 

de 15mL contendo: 5µL de DNA genômico; 0,5µL dos primers específicos 
para IS900 a 20pMol (DF: 5’-GACGACTCGACCGCTAATTG-3’ e o DR-1: 
5’-CCGTAACCGTCATTGTCCAG-3’); 2,75µL de água Mili-Q ultrapura e 6,25µL de 
MasterMix (mistura para PCR - Promega®) de acordo com o protocolo do fornecedor. 
O perfil térmico das reações foi realizado em um termociclador XP Thermal Cycler 
(Bioxer Technology CO. LTD) com desnaturação 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 
extensão 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 Tipificação do MAP
Para a tipificação do MAP foi realizada a PCR para a região IS1311 com 
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posterior digestão enzimática das amostras positivas para a região IS900 do MAP. 
Para realização da PCR IS1311, o DNA foi submetido às amplificações em um volume 
final de 25mL contendo: 6,5µL de DNA genômico; 1µL dos primers específicos 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); 4µL 
de água Mili-Q ultrapura e 12,5µL de MasterMix (mistura para PCR - Promega®) 
de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das reações foi realizado 
em um termociclador XP Thermal Cycler (Bioxer Technology CO. LTD) com uma 
desnaturação inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 37 ciclos a 94°C por 30 
segundos para desnaturação, 64°C por 30 segundos para o anelamento e 72°C por 
1 minuto para a extensão, com um ciclo final de 72°C por 10 minutos (KAUR et al., 
2010). Então, a análise com enzimas de restrição foi realizada utilizando as enzimas 
HinfI e MseI como descrito por Kaur et al. (2010) e Sevilla et al. (2005). Os genótipos 
foram então identificados pelos padrões de migração dos fragmentos descritos por 
Marsh et al. (1999), como observados na tabela 2. A identificação da filogenia de 
MAP foi realizada de acordo com Stevenson (2015).

Produto da PCR IS1311 Identificação da cepa Tamanho da banda (pb)

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

Tabela 1: Tamanhos de bandas esperadas logo após a digestão pelas enzimas de 
restrição (HinfI e MseI) do produto de PCR da região IS1311. 

Marsh et al. (1999)

2.6 Sequenciamento das amostras para validação da PCR IS1311
Para validar as amplificações, a amostra que foi positiva na PCR da região 

IS1311 do MAP foi encaminhada para o sequenciamento. A amostra foi purificada 
utilizando-se o QIAquick Gel Extraction Kit® (Qiagen) de acordo com as instruções 
do fabricante e sequenciadas bidirecionalmente por protocolos padrão 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 sequências foram analisadas utilizando-se a plataforma 
do Basic Local Align Sequence Tool (BLAST; www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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2.7 Comitê de Ética da Pesquisa
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para Uso de Animais da 

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

3 |  RESULTADOS
Das duas amostras de queijo tipo coalho de búfala analisadas, uma foi positiva 

no cultivo e confirmada na PCR da região IS900. A amostra positiva foi tipificada 
como pertencente ao tipo Cattle, subtipo Bison. O sequenciamento da região IS1311 
da amostra positiva revelou similaridade de 99% com uma sequência depositada no 
BLAST pertencente ao MAP tipo Cattle, subtipo Bison (Mycobacterium avium subsp. 
paratuberculosis isolate bison insertion sequence IS1311, partial sequence).

4 |  DISCUSSÃO
Os dados sobre a paratuberculose em búfalos no Brasil são escassos. O 

primeiro relato dessa enfermidade acometendo essa espécie no país ocorreu no 
Estado de Pernambuco em um rebanho leiteiro (MOTA et al., 2010). Os autores 
relataram a identificação de MAP em 5 búfalos aplicando a técnica de PCR em 
amostras biológicas de linfonodos mesentéricos e mucosa intestinal, revelando 
a amplificação de um fragmento de aproximadamente 110pb, confirmada pela 
comparação com outras sequências de MAP disponíveis no GenBank (MOTA et al., 
2010).

Em seguida, outros relatos surgiram nos estados do Maranhão e Alagoas 
(REIS et al., 2015; BRITO et al., 2016; MORAES PEREIRA et al., 2020. Nessas 
pesquisas ficou caracterizado que a presença de DNA de MAP está disseminada 
nos rebanhos bubalinos da região Nordeste do Brasil. 

Dessa forma, constata-se que, a partir do relato de Mota et al. (2010), MAP 
em búfalos começou a ser mais pesquisado, entretanto, não foram encontrados 
estudos que relatem a presença de MAP no leite e/ou derivados nas espécies de 
búfalos.

Portanto, tem-se o primeiro relato de isolamento de MAP em amostras 
de queijo tipo coalho de búfala no Brasil, especificamente no estado de Alagoas, 
região nordeste. É importante registrar que outros estudos realizados no nordeste 
identificaram MAP, todavia foram em amostras de leite e derivados de vaca 
(ALBUQUERQUE et al., 2017).

Em termos de isolado desse microrganismo, há relatos de Farias et al. 
(2014) e Albuquerque et al. (2019) em amostras de queijo de coalho bovino nos 
estados do Piauí e Pernambuco. Por sua vez, Sung e Collins (2000) verificaram 
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que a capacidade de sobrevivência de MAP em queijos pode variar de acordo com 
algumas características físico-químicas, como concentração de sal e pH, no entanto, 
os autores descobriram que o fator que mais contribuiu para a redução de MAP 
viável foi o tratamento térmico do leite, bem como o tempo de manutenção do queijo.

Embora o queijo de búfala desta pesquisa tenha sido tratado termicamente, 
ainda foi possível detectar MAP no isolamento e na PCR. Vale ressaltar que 
esse microrganismo é capaz de sobreviver a processos térmicos que simulam a 
pasteurização (N SUNG; COLLINS, 1998). 

Nesse sentido, em um estudo experimental com queijos produzidos a partir 
de leite cru de vacas na Europa observou que o aquecimento da coalhada a 53°C por 
20 minutos não afetou a sobrevivência de MAP, porém uma diminuição significativa 
na viabilidade de MAP foi observada durante a fase de moldagem e após salga em 
salmoura, em relação às cepas estudadas (CAMMI et al., 2019). 

É importante ressaltar que a identificação das cepas de MAP tem grande 
impacto para a epidemiologia molecular desta doença em ruminantes. Pois podem 
auxiliar na compreensão da origem da infecção, na identificação dos fatores de risco 
que influenciam a transmissão e caracterização da patogênese (MOTIWALA et al., 
2006).

Albuquerque et al. (2018), realizaram um estudo epidemiológico inédito no 
Brasil, onde todas as cepas identificadas pertenciam ao subtipo Bison sugerindo 
que a cepa pode ter sido introduzida no Brasil por rebanhos de Búfalos importados 
da Índia.

Já em estudos realizados na Índia, a principal cepa de MAP que afeta as 
espécies bubalinas pertence também ao subtipo Bison. Esses mesmos autores 
indianos, destacam a importância para a saúde pública da cepa do “tipo de Indian 
Bison” MAP e seu potencial como infecção zoonótica. Os autores afirmam que foi 
comprovado que MAP não é inativado durante a pasteurização e, portanto os bacilos 
vivos podem atingir a população humana pelo consumo de leite e seus derivados 
(CHAUBRY et al., 2017).

Suspeita-se que MAP possa estar associado a algumas importantes 
enfermidades em humanos como a doença de Chron (GHADIALI et al., 2004; 
KHAN et al., 2016), a sarcoidose (BROWNELL et al., 2011), síndrome de Blau 
(DOW; ELLINGSON, 2010), a esclerose múltipla (COSSU et al., 2011), tireoidite 
de Hashimoto (SISTO et al., 2010) e diabetes tipo 1 (RANI; SECHI; AHMED, 2010). 
A relação do consumo de alimentos de origem animal contaminados com MAP e o 
desenvolvimento da doença de Chron nos humanos ainda não está devidamente 
esclarecida (WADDELL et al., 2016). 

Diante disso, e considerando este importante achado de MAP em queijo 
coalho de búfala, é fundamental que sejam desenvolvidas novas pesquisas para 



 
A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinária 3 Capítulo 7 56

avançar nas questões relacionadas à exposição humana ao MAP para auxiliar na 
tomada de decisões sobre o possível problema em saúde pública.

Até o momento, apenas cepas de MAP do tipo Cattle e Cattle subtipo Bison 
foram identificadas em amostras de fezes e biópsias provenientes de humanos 
com casos confirmados da doença 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 os ruminantes (com exceção de ovinos) e não ruminantes, 
também há evidências crescentes sobre a importância do subtipo Bison e sua 
capacidade para infectar diferentes espécies hospedeiras (SINGH et al., 2009; 
SOHAL et al., 2014; AHLSTROM et al., 2015; PODDER et al., 2015).

Apesar das controvérsias sobre o envolvimento de MAP em saúde pública, 
suspeita-se que esta bacteria esteja envolvida na doença de Crohn em humanos, 
e se esta relação existe, os achados deste trabalho merecem atenção, uma vez 
que a grande maioria dos isolados de MAP de humanos com a doença de Crohn 
foi tipificada como pertencentes ao tipo gado subtipo Bison (WHITTINGTON et al., 
2000; GHADIALI et al., 2004; PAUSTIAN et al., 2008; NASER et al., 2014).

5 |  CONCLUSÃO
Neste estudo, inédito no Brasil, foi possível confirmar a presença de MAP 

em queijo coalho de búfalo comercializado em Alagoas, Nordeste do Brasil. Esse 
resultado alerta sobre a possibilidade desse agente causar danos à saúde humana. 
Isso denota a necessidade de avançar nas pesquisas em torno desse importante 
agente, a fim de subsidiar o desenvolvimento de estratégias de prevenção. 
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