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RESUMO

SOUZA, 1. I. F. Avaliacdo de proteinas recombinantes para detec¢do de anticorpos contra
Mycobacterium bovis por ELISA. 2012. 62 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo
Grande, MS, 2012.

A tuberculose bovina é uma importante doenca infecciosa crbnica causada pela bactéria
Mycobacterium bovis, responsavel por consideraveis perdas econémicas, além de constituir
problema de saide publica. Os programas de controle da enfermidade realizados na maioria
dos paises sdo baseados na identificacdo e eliminacdo de animais infectados. A utilizacdo de
um teste soroldgico, como o Ensaio de Imunoadsor¢cdo Enzimatica (ELISA), pode
incrementar a cobertura diagndstica desta doenca. Assim, o objetivo neste estudo foi produzir
proteinas recombinantes CFP-10, ESAT-6, Mb0143, MPB83, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3 e
uma quimera com fragmentos hidrofilicos de MPB70, MPB83 e ESAT-6 de M. bovis e
avalia-las como antigenos em ensaios ELISA. Os genes foram clonados no plasmideo pET-
47b(+), com excecdo de mpb83, clonado em pRSET-C e th10.4 clonado em pET-28a (+),
sendo expressos em Escherichia coli Rosetta. Apds purificacdo por cromatografia de
afinidade, as proteinas foram testadas por ELISA com 107 soros de bovinos positivos ao
Teste Cervical Comparativo (TCC) e 126 soros de animais negativos ao TCC. Detectaram-se
sensibilidades entre 28% e 83,2%; e especificidades entre 58,7% e 92,9%. Os testes com
ESAT-6, MPBB83 e PE5 tiveram concordancia média (indices kappa de 0,447; 0,554 e 0,404,
respectivamente) e a quimera, uma boa concordancia (indice kappa de 0,688) com o TCC. Os
testes com as demais proteinas tiveram concordancias minimas com o TCC. Sugere-se que a
combinacdo do ensaio ELISA utilizando a quimera com o0s testes intradérmicos pode
melhorar a cobertura diagnostica da tuberculose bovina.

Palavras-chave: tuberculose bovina - proteinas recombinantes - CFP-10 - ESAT-6 - Mb0143
- MPB83 - PE5 - PE13 -TB10.4 - TB15.3 - Quimera - ELISA.
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ABSTRACT

SOUZA, I. I. F. Evaluation of recombinant proteins for the detection of antibodies against
Mycobacterium bovis by ELISA. 2012. 62 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS,
2012.

Bovine tuberculosis is an important chronic infectious disease caused by Mycobacterium
bovis, responsible for considerable economic losses, and represents a problem of public
health. The control programs conducted in most countries, including Brazil, are based on
identification and slaughtering of infected animals. The use of a serologic test, such as
Enzyme Immunosorbent Assays (ELISAS), could improve the diagnostic coverage of bovine
tuberculosis. Based on that, the aims of this work were to produce and purify recombinant
proteins CFP-10, ESAT-6, Mb0143, MPB83, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3 and a chimera with
fragments hydrophilic of MPB70, MPB83 and ESAT-6 of M. bovis, and evaluated them as
antigens in ELISAs. The coding genes for these proteins were cloned into plasmid pET-
47b(+), except mpb83, cloned into pRSET-C and tb10.4, cloned into pET-28a (+), expressed
using Escherichia coli Rosetta cells. After purification by affinity chromatography, proteins
were tested in ELISA with 107 sera from cattle positive for tuberculosis by comparative
intradermal tuberculin test (CITT) and 126 sera from cattle negative by CITT. Sensitivities
between 28% and 83.2% and specificities between 58.7% e 92.9% were detected. The
ELISAs with ESAT-6, MPB83, PE5 showed medium agreement (kappa indexes of 0.447,
0.554; 0.404, respectively) and the chimera showed a good agreement (kappa index of 0.668)
with CITT. The tests with the others proteins showed a minimal agreement with CITT. The
combination of ELISA with chimera of ESAT-6/MPB70/MPB83 and intradermal tuberculin
test could improve the diagnostic coverage of bovine tuberculosis.

Keywords: bovine tuberculosis - recombinant proteins - CFP-10 - ESAT-6 - Mb0143 -
MPB83 - PE5 - PE13 - TB10.4 - TB15.3 - Quimera - ELISA.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma enfermidade infecciosa cronica e debilitante causada pela
bactéria Mycobacterium bovis (KARLSON; LESSEL, 1970; WOBESER, 2009). Esta
enfermidade constitui um grave problema de saldde publica (ETTER et al., 2006) e estima-se
que cause prejuizos anuais no mundo na ordem de trés milhdes de dolares (BUDDLE et al.,
2011; GARNIER et al., 2003).

A ocorréncia da tuberculose bovina é baixa nos Estados Unidos, Canada, Reino Unido
e outros paises da Europa (SCHILLER et al., 2011; THOEN; LOBUE; DONALD, 2009) e no
Brasil pouco se conhece sobre a situacdo epidemioldgica dessa enfermidade (GRISI FILHO et
al., 2011) sendo que a prevaléncia em 1976 foi de 2,6% (SCHENK; SCHENK, 1982) e o0s
dados de notificacGes oficiais mais atualizados indicam a prevaléncia média nacional de 1,3%
(BRASIL, 2006). No estado de Mato Grosso do Sul Schenk e Schenk (1982) recolheram
dados de 1.714.916 bovinos procedentes de 49 municipios e observaram uma prevaléncia de
0,2% de bovinos com tuberculose em abatedouros, no periodo de 1974 a 1979. Um
levantamento realizado no periodo de maio a novembro de 2003, com o objetivo de rastrear a
infeccdo por M. bovis em rebanhos de corte também no estado de Mato Grosso do Sul,
observaram que dos 483.047 bovinos que foram abatidos em matadouros frigorificos, houve
63 condenacbes de carcacas (0,013%), sendo que dessas, 74,6% envolveram lesfes
granulomatosas (ALMEIDA, 2004).

Na pecuaria brasileira, essa doenca acarreta perdas econdmicas estimadas em 10%
para a producao de leite e 20% para a producdo de carne (PINTO et al., 2002), assim como
infertilidade e condenacgdo de carcacas (OLIVEIRA et al., 2007). Além disso, a presenca da
enfermidade nos rebanhos torna os produtos resultantes da pecudria vulneraveis as barreiras
sanitarias impostas pelo mercado internacional (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN,
2010).

Os programas de controle da enfermidade realizados na maioria dos paises, inclusive
no Brasil, sdo baseados na identificacdo e eliminacdo de animais infectados (teste-abate),
tomando como base a tuberculinizacdo intradérmica (MEDEIROS et al., 2010), que fornece
uma resposta celular atraves de reagdes de hipersensibilidade tardia evidenciada por um

edema no local de inoculagao da tuberculina (POLLOCK et al., 2006).
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Porém, os testes de tuberculinizacdo possuem limitagbes pois podem ocasionar
resultados falso-positivos devido & ocorréncia de reagdes cruzadas com outras micobactérias
como, por exemplo, Mycobacterium avium, Mycobacterium avium paratuberculosis e
Nocardia farcinius que levam ao abate desnecessario desses animais (FRAGUAS et al., 2008;
LILENBAUM, 2000; MEDEIROS et al., 2010), e falso-negativos em animais anérgicos,
principalmente quando se tém infecgBes avangadas. Além disso, os animais que foram
submetidos a tuberculinizacdo ficam dessensibilizados, ou seja, com capacidade diminuida
em responder a novos testes, devido a reducdo da atividade imunoldgica e reativa do animal
(MONAGHAN et al., 1994). Dessa forma, a confirmacdo de animais reativos através de
outros métodos torna-se necesséria para garantir a confiabilidade do diagnostico (FRAGUAS
et al., 2008).

Diversos antigenos e tipos de ensaios soroldgicos tém sido propostos para o
diagndstico da tuberculose bovina, com distintos graus de sucesso (LIGHTBODY et al.,
1998; LIGHTBODY et al., 2000; SURUJBALLLI et al., 2002). Dentre esses, 0s ensaios de
imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) apresentam claras vantagens, como possibilidade de
testar um grande numero de amostras em curto espaco de tempo e a automacgédo na obtencéo
dos resultados (SOARES, 2001). Os primeiros testes com a técnica do ELISA para
diagnostico da tuberculose bovina empregaram derivado proteico purificado (purified protein
derivative, PPD) ou antigeno bruto. Porém, os resultados ndo foram satisfatérios, pois

apresentaram baixa especificidade e sensibilidade (AUER, 1987).

Ha diversos estudos sobre os antigenos especificos do complexo Mycobacterium
tuberculosis preferencialmente reconhecidos pela resposta humoral em bovinos infectados por
M. bovis, tais como MPB70, MPB63, MPB83 e ESAT-6 (AMADORI et al., 2002; HARBOE
etal., 1990; LYASHCHENKO et al., 1998).

Com o advento do sequenciamento gendmico de M. bovis, foi possivel conhecer
sequéncias de nucleotideos dos genes que codificam para antigenos potencialmente
promissores para testes humorais ou celulares, que podem contribuir para um diagnéstico
mais preciso da tuberculose bovina (GARNIER et al., 2003).

Assim, o objetivo neste estudo foi produzir proteinas recombinantes CFP-10, ESAT-6,
Mb0143, MPB83, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3 e uma quimera com fragmentos hidrofilicos
de MPB70, MPB83 e ESAT-6 de M. bovis e avalia-las como antigenos em ensaios ELISA.
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2 TUBERCULOSE

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA E EM SAUDE PUBLICA

A importancia econémica atribuida a tuberculose bovina esta relacionada com as
perdas diretas resultantes da morte de animais, da queda no ganho de peso, diminuicdo da
producdo de leite, do descarte precoce e eliminagdo de animais de alto valor zootécnico,
(MARQUES; MAIA JUNIOR; ZAPPA, 2008) infertilidade e a condenacdo de carcagas no
momento do abate (OLIVEIRA et al.,, 2007). Como também esta baseada na perda de
prestigio e credibilidade da unidade de criacdo onde a doenca é constatada (MARQUES;
MAIA JUNIOR; ZAPPA, 2008).

Estima-se que o0s prejuizos anuais no mundo com a tuberculose bovina sdo da ordem
de trés milhdes de dolares (GARNIER et al., 2003). No Brasil, esta doenca acarreta perdas
econdmicas na pecudria estimadas em 10% para a producéo de leite e 20% para a producdo de
carne bovina (PINTO et al., 2002). Além disso, a presenca da enfermidade nos rebanhos torna
os produtos resultantes da pecuéria vulneraveis as barreiras sanitarias impostas pelo mercado
internacional (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN, 2010).

O processo de desenvolvimento e intensificacdo dos sistemas de producdo pecuéaria
tem aumentado o aparecimento de novos casos da tuberculose bovina, principalmente em
rebanhos leiteiros, pois o confinamento propicia a difusdo da doenga e o contato direto entre
0s animais resulta num aumento na predisposicdo a infeccdo (ABRAHAO; NOGUEIRA;
MALUCELLLI, 2005).

Em rebanhos de corte a prevaléncia da doenga € menor, pois sao criados em sistema
extensivo e abatidos precocemente, diminuindo o tempo de exposi¢éo aos bovinos infectados.
(ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCELLI, 2005) Entretanto, ndo estdo livres da infeccdo
gue pode ocorrer em casos em que o transito e o comércio de bovinos sdo praticados de forma
intensiva aumentando o contato entre 0s animais, ou onde exista proximidade de rebanhos de
corte e de leite com bovinos portadores da doenca (JORGE; ALMEIDA et al., 2004). Em um
levantamento realizado no periodo de maio a novembro de 2003 com o objetivo de rastrear a
infeccdo por M. bovis em rebanhos de corte do estado de Mato Grosso do Sul (MS) constatou-

se que de 483.047 bovinos abatidos em matadouros frigorificos, 63 (0,013%) carcagas foram

12



condenadas. Dessas, 47 (74,6%) apresentaram lesfes granulomatosas, 11 (17,5%)
apresentaram abcessos e 5 (7,9%) foram inconclusivas ao exame histopatoldgico (ALMEIDA,
2004).

2.2 ETIOLOGIA

O género Mycobacterium pertence a classe Actinobacteria, ordem Actinomycetales e
ja foram descritas mais de 120 espécies (SMITH et al., 2009).

A tuberculose bovina tem como agente etioldgico a espécie Mycobacterium bovis que
faz parte do complexo Mycobacterium tuberculosis (MTB), constituido também pelas
espécies M. tuberculosis, Mycobacterium africanum, Mycobacterium microti (NIEMANN et
al., 2000) além de Mycobacterium canettii, Mycobacterium pinnipedii e Mycobacterium
caprae (CHIMARA; FERRAZOLI; LEAO, 2004; COUSINS et al., 2003).

As micobactérias sdo bacilos curtos e sem mobilidade, aerdbios estritos, nao
esporulados, ndo capsulados, ndo flagelados, ndo produtores de toxinas e sdo intracelulares
facultativos (CORNER, 1994; LAGE et al., 1998).

A parede celular das micobactérias é constituida de lipideos, como &cidos micélicos e
micosideos e por polipeptidios (CORNER, 1994; TURENNE; WALLACE; BEHR, 2007). E
formada pela membrana citoplasmatica em sua face interna, uma camada intermediaria de
peptidoglicanos e uma camada externa de &cidos micélicos que estdo ligados covalentemente
ao arabinoglicano, formando o complexo micolilarabinogalactano (BRENNAN; NIKAIDO,
1995). Esse complexo dificulta a captacdo de nutrientes pela micobactéria, o que retarda o seu
crescimento e também a torna resistente a compostos hidrofilicos e & dessecacdo (CORNER,
1994). Essa parede celular rica em lipideos pode explicar a alta resisténcia das micobactérias a

antibioticos.

As micobacterias sdo bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e sua identificacdo é
feita pelo metodo de Ziehl-Neelsen (VITALE et al.,, 1998). Esta técnica baseia-se na
coloragéo pela fucsina a quente que confere aos BAAR uma cor avermelhada. A fucsina
consegue entrar na bactéria devido a agdo do calor e os &cidos micélicos conferem resisténcia
a descoloracdo por alcool-acido (BENTO et al.,, 2011). Apresentam-se como cocobacilos,
medindo de 0,3 a 0,6 um de largura por 1,5 a 3 um de comprimento (THOEN; LOBUE;
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DONALD, 2009).

A técnica de fluorescéncia permite uma melhor visualizacdo das micobactérias do que
0 método de Ziehl-Neelsen. A fluorescéncia com a coloracdo pela auramina confere uma
visualizacdo com luz ultravioleta dos BAAR como bacilos amarelo-fluorescentes e resistem a
descoloracao por alcool &cido (RICHARDS, 1941).

O genoma dos membros do complexo MTB ¢é mais extenso se comparado ao genoma
de outros microrganismos intracelulares, com aproximadamente 4,4 milhGes de pares de bases
(SPRINGER et al., 2004), contendo 61-71% de Guanina e Citosina (MIKKELSEN et al.,
2011). As diferencas filogenéticas entre os representantes deste complexo sdo muito
pequenas, tornando dificil a sua diferenciagdo (MODA et al., 1996). Por exemplo, M. bovis
possui uma estreita relacdo com M. tuberculosis, cujos genomas apresentam mais de 99,95%
de similaridade (GARNIER et al., 2003).

Mycobacterium avium é o causador da tuberculose nas aves (BIET et al., 2005;
TURENNE; WALLACE; BEHR, 2007) e é integrante do complexo MAIS (M. avium, M.
intracellulare e M. scrofulaceum), que pode causar linfadenite granulomatosa com o
desenvolvimento de lesBes nos linfonodos do trato gastrointestinal de suinos, que leva a sérias
perdas no abate desses animais. Essas micobactérias ndo sdo patogénicas para os bovinos e
bubalinos; entretanto, provocam reacdes inespecificas a tuberculinizacdo, dificultando o
diagndstico da tuberculose nessas espécies (BRASIL, 2006).

Micobactérias saprofitas ou atipicas tém sido identificadas como causadoras de
doencas em animais e humanos. Estas fazem parte do complexo das micobactérias nao
tuberculosas - MOTT (mycobacteria other than tuberculosis), chamadas genericamente de
micobacterioses. Destacam-se Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium smegmatis,
Mycobacterium phleii e Mycobacterium chelonae (LAGE et al., 1998; THOEN; KARLSON;
HIMES, 1981). E importante salientar que Mycobacterium avium paratuberculosis pode
causar paratuberculose em bovinos, sem desenvolver sinais clinicos e pode permanecer como
uma infeccdo latente durante anos (MIKKELSEN et al., 2011; THOREL; KRICHEVSKY;
LEVY-FREBAULT, 1990).
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2.3 EPIDEMIOLOGIA

2.3.1 Hospedeiros

Mycobacterium bovis pode ter diferentes localizagdes em seus hospedeiros, tornando-
se, assim, um modelo epidemiologico de transmissdo complexo dentre 0s microrganismos
patogénicos (NEILL et al., 1994). O hospedeiro da tuberculose causada por M. bovis € o
bovino (WOBESER, 2009), mas Vérias espécies como 0s animais domésticos, selvagens e o
homem sdo susceptiveis a este microrganismo (BUDDLE et al., 2011; GOOD; DUIGNAN,
2011).

Antigamente dava-se pouca importancia a essas fontes de infeccdo, porém, a
eliminacdo gradativa da tuberculose nos bovinos tem enfatizado que animais silvestres
infectados possibilitam a persisténcia da tuberculose bovina, ocasionando a reintroducdo da
doenca em rebanhos livres da infeccdo (ABRAHAO, 1999), além de ser um risco para a sadde
publica (BUDDLE et al., 2011). Como consequéncia, causa prejuizos econémicos e
dificuldades na reposicao de animais exdticos raros (ABRAHAO, 1999).

Animais domésticos ou silvestres podem ser considerados tanto como hospedeiros
disseminadores ou hospedeiros de manutencdo (reservatorios) de M. bovis (BIET et al., 2005;
BUDDLE etal., 2011).

Os hospedeiros disseminadores que incluem o0s pequenos ruminantes, equideos,
felideos, canideos e suideos se infectam apds exposicdo a M. bovis (BIET et al., 2005).
Porém, esses animais SO serdo capazes de manter a infeccdo na espécie se houver um
hospedeiro mantenedor no ecossistema, ou seja, se a fonte de infeccdo for removida a
prevaléncia é reduzida e s6 pode ser mantida em longo prazo por reinfeccdo a partir de outra
fonte. Em hospedeiros de manutengéo a infeccdo pode persistir por transferéncia horizontal
mesmo na auséncia de qualquer outra fonte de M. bovis (BUDDLE et al., 2011).

Os hospedeiros mantenedores da infec¢do sdo os bovinos Bos taurus e Bos indicus, no
mundo inteiro, bafalo asiatico (Bubalus bubalis) principalmente na Australia, o bufalo
africano (Syncerus caffer) na Africa equatorial (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994), o
bisdo americano (Bison bison), o veado-vermelho (Cervus elaphus) no Canada (NISHI;
SHURY; ELKIN, 2006), o javali (Sus scrofa) na Espanha (NARANJO et al., 2008), 0 veado-
da-cauda branca (Odocoileus virginianus) em Michigan (EUA), o marsupial (Trichosurus
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vulpecula) na Nova Zelandia e o furéo (Meles meles) no Reino Unido e Irlanda (DE LISLE et
al., 2002). Esses animais sdo considerados fonte de infeccdo para animais domeésticos e
também podem causar problemas nos parques e propriedades de caca (BUDDLE et al., 2011).
No Brasil e na Argentina, onde a tuberculose bovina € um problema importante, a infecgédo de
porcos domésticos por M. bovis é comum e representa um reservatorio adicional da doenga
(GUTIERREZ; TELLECHEA; GARCIA MARIN, 1998; MORRIS; PFEIFFER; JACKSON,
1994). O javali (Sus scrofa) é considerado um importante reservatério de infeccdo por M.
bovis em pargues nacionais e fazendas de caca no sul da Espanha, pois ele pode agir como

fonte de infeccéo para outros animais (NARANJO et al., 2008).

2.3.2 Transmissao

Nos rebanhos, a infeccdo por M. bovis depende de varios fatores incluindo a
frequéncia de excrecdo, via de infecgdo, a carga infectante, o periodo de transmissibilidade e a
suscetibilidade do hospedeiro (GOOD; DUIGNAN, 2011). Assim, a presenca de um bovino
infectado com o bacilo da tuberculose aumenta a possibilidade da propagacdo da doenca
dentro de um rebanho (MENZIES; NEILL, 2000; OLEA-POPELKA et al., 2008).

A inalacdo do bacilo € a rota mais importante na infeccdo de bovinos (MICHEL;
MULLER; VAN HELDEN, 2010; POLLOCK; NEILL, 2002) sendo que a contaminagio por
esta via é responsavel por 80-90% de tuberculose nestes animais (ABRAHAO; NOGUEIRA;
MALUCELLI, 2005) e afeta principalmente os pulmdes (MICHEL; MULLER; VAN
HELDEN, 2010). Dessa forma, a prevaléncia de altas taxas da tuberculose bovina transmitida
por aerossois, é facilitada pela convivéncia natural em rebanhos com alta densidade animal e
movimento deles dentro da propriedade, entre propriedades e por meio de eventos
agropecuarios como feiras e leildes (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN, 2010; MORRIS;
PFEIFFER; JACKSON, 1994). Um Unico bacilo transportado no interior de uma goticula é
suficiente para estabelecer a infecgcdo no pulméo do bovino (MENZIES; NEILL, 2000).

A ingestdo do bacilo pode ser considerada a via secundaria mais comum de infecgéo
(MENZIES; NEILL, 2000). A via orofaringea € muito importante em rela¢éo a alimentagéo
de bezerros em vacas tuberculosas (PALMER; WATERS, 2006).

Além da disseminacdo da tuberculose bovina pelas vias respiratoria e digestoria,
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outras vias menos usuais sdo: corrimento nasal, fezes, urina, secrecdo vaginal, secregéo
uterina e sémen de animais infectados transmitindo, assim, a doenga aos animais suscetiveis
(RUGGIERO et al., 2007; MURAKAM I et al., 2009).

Grande quantidade de bacilo € eliminada para o meio ambiente pelas fezes e pela
urina. No entanto, pastos e cochos contaminados tem pouca importancia na transmissao da
doenga (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON, 1994).

Em relacdo a infeccdo congénita, a transmisséo se da a partir do Utero contaminado da
mée, por meio dos vasos umbilicais. Em raras ocasides, quando o sémen e 0s 0rgaos sexuais
do macho ou da fémea estéo infectados, pode ocorrer transmissao genital. O uso de solucdes
contaminadas na glandula maméria resulta em transmisséo iatrogénica (NEILL et al., 1994).

A ocorréncia de tuberculose humana causada por M. bovis € resultado da inalacdo de
aerossdis ou da ingestdo de leite contaminado (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN, 2010;
THOEN; LOBUE; DE KANTOR, 2006). Em locais onde a prevaléncia do HIV ¢ alta, os
individuos sdo mais susceptiveis a infeccdo por micobactérias (LOBUE; ENARSON;
THOEN, 2010).

E importante que a saude dos trabalhadores de propriedades que possuem rebanhos
seja rotineiramente monitorada, pois eles vivem em intimo contato com animais e estariam
mais expostos & infeccio (ABRAHAO; NOGUEIRA; MALUCELLI, 2005). Trabalhadores
de zooldgicos que estdo em contato com os animais selvagens, também podem se infectar
mais facilmente com o bacilo (ABRAHAO, 1999).

2.3.3 Distribuicéo

A tuberculose bovina possui distribuicdo mundial (THOEN; LOBUE; DONALD,
2009) sendo que a maior prevaléncia esta em paises em desenvolvimento e encontra-se
erradicada ou em fase de erradicacdo na maior parte dos paises desenvolvidos (BRASIL,
2006). Sua ocorréncia concentra-se principalmente em criagdes intensivas como, por
exemplo, na bovinocultura de leite, sendo mais comum em locais no qual a superviséo
veterinaria é inadequada, como é o caso da maioria dos paises em desenvolvimento (COSIVI
et al., 1998).
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Em paises em que ndo é realizado o controle efetivo da tuberculose, a taxa de
morbidade em bovinos situa-se em torno de 8% a 10% e a letalidade natural pode chegar a
50%, uma vez que os animais de corte sdo abatidos precocemente, ndo oportunizando o
desenvolvimento do quadro crénico da tuberculose (MORRIS; PFEIFFER; JACKSON,
1994). Ja nos paises que possuem programas de controle da doenca e tem como diagndstico
0s testes tuberculinicos e eliminacdo dos animais reativos, a prevaléncia da doenca diminuiu
consideravelmente (GOOD; DUIGNAN, 2011; THOEN; LOBUE; DONALD, 2009).

Na Europa houve relatos que a prevaléncia de gados infectados j& atingiu niveis
elevados chegando a 50% (THOEN; LOBUE; DONALD, 2009), sendo que a Republica da
Irlanda e o Reino Unido tem uma prevaléncia de 4,4% e 3,3% respectivamente. Em 2006, 0s
paises europeus considerados livres da tuberculose bovina foram Bélgica, Republica Tcheca,
Dinamarca, Franca, Finlandia, Alemanha, Luxemburgo, Holanda, Eslovaquia, Suécia e
Noruega (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2009).

Na Asia, aproximadamente 47% dos paises relataram ocorréncia da tuberculose
bovina, 27% n&o relataram esta enfermidade e 25% n&o possuem dados sobre este assunto. E
importante ressaltar que 94% da populacdo bovina e 99% da bubalina asiatica estdo em
regides nas quais a tuberculose ndo tem nenhum controle ou tem apenas um controle parcial
(COSIVl et al., 1998).

Na Africa aproximadamente 55% dos paises relataram a ocorréncia da tuberculose
bovina, 8% ndo relataram esta enfermidade e 33% ndo possuem dados sobre este assunto
(COSIVI et al.,, 1998). Uma pesquisa realizada em Torodi, Nigéria, confirmou que a
tuberculose bovina é endémica naquela regido e o risco da transmissao para humanos é
relativamente alto, pois ndo hd um programa de controle efetivo neste pais (BOUKARY et al.,
2011). Somente sete paises da Africa aplicam o teste abate para o controle desta zoonose
(COSIVl et al., 1998).

E provavel que a tuberculose bovina tenha sido introduzida nas Américas no periodo
colonial devido a importacéo de bovinos tuberculosos (THOEN; LOBUE; DONALD, 2009).
Ha aproximadamente 374 milhdes de bovinos na América Latina e Caribe, sendo que 70%
desses animais estdo mantidos em areas no qual as taxas de infeccdo com M. bovis sdo
superiores a 1% da populagdo bovina e 30% estdo em paises onde a infeccdo afeta menos de
1% do gado (DE KANTOR; RITACCO, 2006).

18



Nos Estados Unidos, as campanhas de controle se iniciaram no ano de 1917 e
permanece até hoje, sendo que o evento mais importante foi a inspecdo obrigatoria de carne
em matadouros para detectar o gado com tuberculose, pois no momento do abate cerca de 200
mil carcacas foram retidas das quais 50 mil foram totalmente condenadas em menos de 10
milhdes de animais inspecionados. No Canada, o programa foi criado em 1923, porém, a
inspecdo de carcacas ja era realizada desde 1907 no momento em que a prevaléncia da doenca
foi estimada em 4% (ESSEY; KOLLER, 1994). Atualmente, sdo considerados paises de

incidéncia reduzida e possuem programas de controle para esta enfermidade (BRASIL, 2006).

Na Venezuela, em 2003, foi realizada uma pesquisa em varias regides do pais.
Realizou-se o teste de tuberculinizacdo em 707.693 bovinos dos quais 0,04% foram reagentes.
No Uruguai, a campanha oficial para o controle e erradicagdo da tuberculose bovina iniciou-
se em 1996. Em 2007, foram notificados cinco surtos da doenga e em todos 0s casos 0S

animais foram abatidos e as carcacas foram destruidas (DE KANTOR et al., 2008).

No Brasil pouco se conhece sobre a situacdo epidemiolégica da tuberculose bovina
(GRISI FILHO et al., 2011), pois ndo ha publicacdes oficiais atualizadas de inquéritos
epidemioldgicos sobre a ocorréncia e distribuicdo desta doenca no ambito nacional
(FIGUEIREDO; ROCHA et al., 2010). Um estudo realizado em Minas Gerais, em 1999, em
sete regides do sul do Estado envolvendo aproximadamente 1.600 propriedades e 23.000
animais estimou uma prevaléncia de 0,85% de animais infectados e 5% das propriedades
foram consideradas focos da doenga (BRASIL, 2006). Na Paraiba, dados da Agéncia de
Defesa Agropecuéria do Estado foram coletados durante o periodo de janeiro de 2008 a julho
de 2009 no qual foram examinadas 10.963 propriedades e 54.472 bovinos. Como resultado
obteve-se uma frequéncia de focos da tuberculose bovina de 62 (0,57%) e a frequéncia de
animais infectados foi de 136 (0,25%), sendo considerado um percentual baixo a nivel
nacional (FIGUEIREDO; ROCHA et al., 2010). Em Sao Paulo, a partir de exames de
carcacas em matadouros-frigorificos, de 587 amostras processadas, 253 foram positivas para
M. bovis e de 239 propriedades estudadas, 110 foram classificadas como foco bacteriologico
da tuberculose bovina (GRISI FILHO et al., 2011). Um estudo de prevaléncia da tuberculose
bovina em animais e rebanhos abatidos em 2009 no estado de Mato Grosso com uma
populacédo de 43.000 animais em 80 municipios, estimou-se que 0,007% dos animais e 0,61%
do rebanho estavam infectados com esta enfermidade (FURLANETTO et al., 2012).

Os dados descritos acima demonstram que a tuberculose bovina é um problema
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mundial e faz-se necesséria a realizacao de estudos mais elaborados para se obter dados atuais
e consistentes sobre esta enfermidade. Com estas informacfes seria possivel escolher
melhores estratégias de controle da doenga tanto em paises desenvolvidos como em paises em

desenvolvimento.

2.4 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

O desenvolvimento das altera¢des patologicas na tuberculose bovina esta relacionado
principalmente a via de infeccdo (BIET et al., 2005) e ao inicio da resposta imune celular
(POLLOCK; NEILL, 2002). O principal 6rgao acometido € o pulmdo, pois a principal via de

transmissao € a inalacdo de aerossois infecciosos (GRISI FILHO et al., 2011).

O bacilo M. bovis pode afetar véarios tecidos, no entanto, as lesdes macroscopicas sao
mais frequentemente encontradas nos linfonodos da cabeca, pescoco, mediastinicos,
mesentéricos, além de pulmdes, intestinos, figado, bago, pleura e peritdnio (CASSIDY et al.,
1999; PALMER; WATERS; WHIPPLE, 2002).

Apbs infeccdo, os bacilos sdo fagocitados por macréfagos do organismo hospedeiro.
Se ndo forem eliminados, os bacilos se multiplicam no interior destas células até destrui-las.
Os bacilos liberados apds destruicdo dos macréfagos sdo fagocitados por novos macréfagos
ou por mondcitos vindos da corrente circulatoria. Por volta de duas a trés semanas apos a
inalacdo ou ingestdo do agente infeccioso sua multiplicacdo pode ser contida pelo
estabelecimento da resposta imune celular e uma reacdo de hipersensibilidade tardia. Esse
processo envolve a mediagdo por linfécitos T, com migracdo de novas células de defesa ao
local da infeccdo que levardo a formacdo dos granulomas da tuberculose (KAUFMANN,
1990; POLLOCK; NEILL, 2002). A lesdo primaria associada a lesdo no linfonodo regional é
denominado “complexo primario” (NEILL et al., 1994; PALMER; WATERS, 2006).

Os granulomas podem evoluir transformando-se em uma cicatriz, ou sofrer necrose de
caseificagdo que é identificada como uma massa amorfa eosinofilica com muitos restos
celulares, envolvidos por células epitelidides, linfocitos, macréfagos e uma camada de
fibroblastos na superficie (CASSIDY et al., 1999; NEILL et al., 1994; PALMER; WATERS;
WHIPPLE, 2002). Macroscopicamente observa-se que as lesbes possuem geralmente uma

coloracdo amarelada, em forma de nédulos de um a trés centimetros de didmetro ou mais, que
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podem ser confluentes, de aspecto purulento ou caseoso e com presenca de capsula fibrosa,
podendo apresentar calcificagcdo no centro da lesédo nos casos mais avancgados da enfermidade
(CASSIDY et al., 1999; PALMER; WATERS; WHIPPLE, 2002; POLLOCK; NEILL, 2002;
THOEN; LOBUE; DONALD, 2009).

A disseminacdo para outros Orgdos pode ocorrer em funcdo de uma queda na
imunidade do animal. A tuberculose bovina pode se apresentar sob a forma miliar, quando
acontece de forma abrupta e macica, com disseminacao de bacilos pela circulagdo sanguinea
(MARQUES; MAIA JUNIOR; ZAPPA, 2008).

Os sintomas da tuberculose bovina séo inespecificos e os animais infectados podem
permanecer assintomaticos até o estagio terminal da doenca, porém estes animais conseguem
eliminar o bacilo no ambiente contaminando animais sadios (GRISI FILHO et al., 2011). Na
maioria dos casos, sinais clinicos s6 sdo percebidos em animais de idade mais avancada
(IZAEL et al., 2009; PACHECO et al., 2009).

Os sintomas dependem dos 6rgéos acometidos (ABRAHAO, 1999), mas em geral 0s
bovinos infectados apresentam perda de peso cronica, apetite variavel e febres flutuantes, que
podem ser acentuadas ap0s 0 parto; 0s sintomas respiratérios, embora mais comuns, tendem a
ser mais brandos e compreendem tosse crbnica suave e Umida, dispnéia, taquipnéia e
hiperpnéia; linfonodos mediastinicos quando aumentados de volume podem causar obstrugdes
intestinais, ulceracfes e diarréias; o envolvimento de linfonodos retrofaringeos pode causar
dificuldades na degluticdo e salivacdo e também podem ser encontradas lesdes em outros
linfonodos periféricos, glandula mamaria e mais raramente no trato reprodutivo causando
infertilidade, abortamento, metrite e vaginite (IZAEL et al., 2009; LANGENEGGER;
LANGENEGGER; OLIVEIRA, 1981; SMITH, 1993). Queda acentuada na producéo de leite
é normalmente relatada no caso de vacas enfermas (IZAEL et al., 2009; PACHECO et al.,
2009).

2.5 IMUNIDADE

A resposta imune contra M. bovis € iniciada com a resposta imune inata do animal
seguida pela resposta imune adquirida. Na resposta imune adquirida ocorre primeiro uma

resposta imune celular e & medida que a doenca progride, se desenvolve uma intensa resposta
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imune humoral (WELSH et al., 2005).

Em uma infeccdo por via respiratoria, quando os bacilos conseguem ultrapassar as
barreiras fisicas do trato respiratério, ocorre a fagocitose destes pelos macréfagos alveolares e
células dendriticas (RAJA, 2004; POLLOCK et al., 2006), nos quais a eliminacdo do bacilo
vai depender da interagdo entre a capacidade microbicida dos fagocitos e dos fatores de
viruléncia dos bacilos (FLYNN; CHAN, 2001). Os macrofagos possuem mecanismos
antimicrobianos que podem eliminar as micobactérias, uma vez que estejam ativados. Ja as
células dendriticas participam da resposta imune principalmente por meio da apresentacdo de
antigenos aos linfécitos, haja vista, apresentam antigenos aos linfocitos conjugados a
moléculas do complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC II) juntamente
com moléculas co-estimuladoras CD40 e CD80 (HOPE; VILLARREAL-RAMOS, 2008). A
interacdo entre estes fagocitos e o bacilo é essencial para determinar o resultado da exposi¢édo
que pode ser infec¢do, eliminagdo do patdgeno ou laténcia (KAUFMANN, 2001; POLLOCK
et al., 2006; WELSH et al., 2005).

Além da fagocitose e apresentacdo de antigeno, os macréfagos e células dendriticas
participam da resposta imune contra M. bovis secretando citocinas e quimiocinas juntamente
com outras células como os neutrofilos e células Natural Killer (NK) (WELSH et al., 2005;
TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007). As células NK, inclusive, representam a primeira
fonte de IFN-y, IL-17 e IL-22 que desempenham um papel importante na resposta
inflamatdria a patdgenos intracelulares (WATERS; PALMER et al., 2011).

As micobactérias patogénicas, como M. bovis, sdo capazes de inibir a maturacdo do
fagossomo inibindo sua fusdo com os lisossomos (HOPE; VILLARREAL-RAMOS, 2008).
Esse evento inibe ou retarda a apresentacdo de antigenos suprimindo os eventos posteriores da
resposta imune (RAJA, 2004), permitindo que elas sobrevivam e se multipliquem dentro dos
fagocitos (POLLOCK; NEILL, 2002). Alguns mecanismos como a retencdo da molécula
TACO (tryptophane-aspartate-containing coat protein) (HOPE; VILLARREAL-RAMOS,
2008), e a competicdo bacilo/hospedeiro por ions ferro, sdo apontados como possiveis

responsaveis pelo retardo na interagdo lisossomo/fagolisossomo (KAUFMANN, 2001).

Apesar dos mecanismos de escape das micobactérias frente ao sistema imunolégico do
hospedeiro, alguns fagocitos conseguem processar e apresentar antigenos do bacilo aos

linfocitos T auxiliadores, conjugados a moléculas de MHC 11 dando inicio a resposta imune
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adquirida (POLLOCK; NEILL, 2002; TEIXEIRA; ABRAMO; MUNK, 2007).

A resposta imune celular é a principal resposta imune adquirida a combater a infec¢do
por M. bovis e os subtipos de células T (y5, CD4 ¢ CD8) estdo envolvidos nesse processo
(POLLOCK; WELSH; MCNAIR, 2005). Além disso, linfécitos T CD4+ contribuem
marcantemente para resposta imune contra M. bovis por meio da producéo de citocinas como
fator de necrose tumoral (TNF-a), IL-12 e IFN-y que s@o essenciais na ativa¢do das vias
microbicidas dos macréfagos para eliminacdo do patégeno (WELSH et al., 2005; HOPE;
VILLARREAL-RAMOS, 2008).

A modulacdo da resposta imune celular em Thl, caracterizada principalmente por
INF-y e IL-12, ou Th2 caracterizada por IL-4 e IL-10, tem grande influéncia sobre o curso da
infeccdo por M. bovis em bovinos (KAUFMANN, 2001). De acordo com Welsh et al. (2005)
a resposta imune celular Thl estd baseada em uma maior capacidade de conter a infeccdo
micobacteriana, enquanto que a resposta imune Th2 estd associada com a progressdo e
patogenia da tuberculose bovina. Entretanto, os mecanismos exatos que favorecem o

estabelecimento de um ou outro perfil imunoldgico ainda ndo séo conhecidos (Figura).
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Figura: Representacdo do espectro de respostas
imunes em bovinos que ocorrem apos a infeccéo
com Mycobacterium bovis. Adaptado de: DE LA
RUA-DOMENECH et al. (2006).

A resposta imune humoral por parte dos linfécitos B, também é auxiliada pelas
citocinas produzidas pelos linfécitos T. No entanto, devido a natureza intracelular dos agentes
infecciosos, essa resposta torna-se pouco eficiente no combate a tuberculose (NEILL;
BRYSON; POLLOCK, 2001), podendo inclusive contribuir para a patogénese da
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enfermidade pela formagdo de imuno complexos que ativam o sistema complemento e como
consequéncia podem causar lesdo tecidual ou inibir o acesso de macréfagos ao sitio
inflamatdrio (NEILL; BRYSON; POLLOCK, 2001; POLLOCK; NEILL, 2002). Atualmente
a resposta imune humoral na tuberculose tem sido explorada no diagnostico soroldgico da
enfermidade (AMADORI et al., 2002; LIU et al., 2007; WHELAN et al., 2011).

Os mecanismos da tuberculose associados a anergia ndo sdo totalmente
compreendidos. Clinicamente, a anergia descreve a falta de reagdes de hipersensibilidade
tardia cutanea dependente de linfocitos T contra antigenos especificos num estagio terminal
da doenca, mesmo se observando altos niveis de anticorpos circulantes (POLLOCK; NEILL,
2002). Acredita-se que o estabelecimento desse estado imunoldgico pode estar associado aos
efeitos supressivos que os mondcitos possam exercer sobre os linfocitos T, possivelmente
mediados por TGF-B (Fator de crescimento transformador B) e que células T antigeno-
especificas podem induzir anergia através da producdo de IL-10 na auséncia de INF-y
(NEILL; BRYSON; POLLOCK, 2001; POLLOCK; NEILL, 2002; DE LA RUA-
DOMENECH et al., 2006).

2.6 DIAGNOSTICO

O diagndstico da tuberculose em bovinos pode ser realizado de forma direta ou
indireta. Os diretos estdo relacionados na deteccdo e identificacdo do agente etiol6gico no
material biolégico e os indiretos pesquisam resposta imunoldgica do hospedeiro ao agente
etiologico, que pode ser humoral (producdo de anticorpos circulantes) ou celular (mediada por
linfécitos e macréfagos) (MEDEIROS et al., 2010).

2.6.1 Métodos Diretos para Detec¢do de Mycobacterium bovis

Os exames microscopicos de esfregacos empregados para o diagnostico da tuberculose
bovina usando a coloracdo cléssica de Ziehl-Neelsen sdo rapidos e baratos, contudo, exigem
grandes concentracdes de bactérias, cerca de 10* bacilos por mL ou mais (WARDS;
COLLINS; DE LISLE, 1995; ZANINI et al., 2001) e ainda ha dificuldades na obtencédo das
amostras (MEDEIROS et al., 2010).

O diagndstico bacterioldgico por isolamento é considerado como padrdo ouro para
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deteccdo de M. bovis (FIGUEIREDO; ROCHA et al., 2010) em amostras clinicas como
tecidos, leite, muco nasal e sangue (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006).

Para permitir o isolamento de qualquer bactéria do género Mycobacterium sp.
recomenda-se a semeadura concomitante nos meios de cultura Ldwenstein-Jensen, que
contém glicerol como fonte de energia, e Stonebrink-Lesslie, que contém piruvato como
fonte de energia e é mais adequado para o isolamento de Mycobacterium bovis, pois essa
espécie tem dificuldade de metabolizar o glicerol (RIVERA; JIMENEZ; DEWARD, 2009). O
género Mycobacterium é muito exigente em relacédo a sua necessidade de nutrientes, enquanto
que outros microrganismos se multiplicam mais rdpido e mais facilmente do que
Mycobacterium (MEDEIROS et al., 2010). Portanto, uma das limitagGes encontradas neste
método é que a bactéria requer um longo periodo de incubacdo podendo levar mais de oito
semanas para o seu crescimento (ANDERSEN et al., 2000). Outra limitacdo deste teste é
devido aos efeitos toxicos da descontaminacdo da amostra que pode causar inviabilidade da
mesma e, assim, interferir na cultura celular (HOLANDA et al., 2002).

As provas bioquimicas que sdo realizadas ap0s o cultivo bacteriano requer culturas
puras e frescas para sua execucdo (CORNER, 1994), contudo, pode ndo ser possivel realizar
estes testes devido a contaminacdo das amostras ou ainda pelas dificuldades inerentes ao
isolamento da bactéria (FRAGUAS et al., 2008). Como também, os testes bioquimicos sio
trabalhosos e demandam muito tempo (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN, 2010).

O diagnéstico molecular estd normalmente associado ao melhoramento na
sensibilidade, especificidade e na reducdo do tempo para obtencdo do resultado em relacdo

aos métodos convencionalmente utilizados (COSTA, 2009).

A extracdo do DNA pode ser realizada a partir de sangue, tecidos, fluido cérebro-
espinhal, muco nasal, leite, sémen (NIYAZ AHMED; KHAN; GANAI, 1999), fezes, tecidos
fixados em formol ou em blocos de parafina (HOSEK et al., 2006).

A obtencdo do DNA apresenta algumas limitacdes devido a complexidade da parede
celular micobacteriana, que torna os bacilos resistentes aos tampdes de lise. Desta forma,
pode diminuir a concentragdo do material genético e/ou comprometer sua qualidade (KASER
et al., 2009).

A PCR é considerada um dos métodos diretos mais promissores para o diagnostico da
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tuberculose bovina (FIGUEIREDO; CARVALHO et al., 2010). Um estudo realizado por
Figueiredo, Carvalho et al. (2010) utilizou amostras de DNA extraidos de esfregacos nasais
colhidos de 34 vacas positivas no Teste Cervical Comparativo no qual foram submetidos a
PCR multiplex. Dessas amostras somente 2 foram positivas para M. bovis. Isto pode ser
consequéncia de poucas bactérias vidveis presentes nos esfregacos e pela dificuldade na
obtencdo de lavados bronco-alveolares em bovinos (FRAGUAS et al., 2008) pois bovinos
experimentalmente infectados com M. bovis tem um periodo de laténcia no qual o agente
infeccioso ndo pode ser isolado a partir de lavados bronco-alveolares (FIGUEIREDO et al.,
2012).

A deteccdo de M. bovis pela PCR utilizando leite de vacas com tuberculose pode ser
utilizado para auxiliar no diagnostico in vivo para essa enfermidade complementando os testes
soroldgicos ou bacteriolégicos (FIGUEIREDO et al., 2012)

A PCR também tem sido usada com o objetivo de diferenciar M. bovis e M.
tuberculosis (ARAUJO et al., 2005). A PCR em tempo real (QPCR) é baseada na detecco da
amplificacdo de segmentos de DNA especificos do patdgeno por meio de emissdo de sinais
fluorescentes que serdo utilizados na interpretacdo dos resultados de cada amostra (DORAK,
2006).

Apesar das vantagens no uso da PCR, existem algumas restricdes na sua utilizagdo
para diagndstico da tuberculose, como por exemplo, a complexidade desta técnica, o custo, de
infraestrutura; além de técnicos especializados para 0 manuseio dos equipamentos e
interpretacdo dos resultados (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN, 2010; VITALE et al.,
1998). Além desses problemas uma amostra pode ter inibidores da PCR que pode levar a
resultados falsos negativos (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN, 2010).

A técnica de PCR, assim como outras metodologias moleculares, ndo substituem os
métodos classicos de isolamento e identificacdo do agente, mas tem como objetivo auxiliar as
metodologias existentes (FIGUEIREDO; CARVALHO et al., 2010; RUGGIERO et al.,
2007).

Dessa forma, o diagndstico in vivo tende a ser realizado a partir de métodos indiretos,
como os testes imunoldgicos que sdo baseados na resposta celular (o teste intradérmico), in
vitro (teste de Interferon-y) ¢ os testes baseados na resposta humoral (ELISA), como método
de triagem em rebanhos (LILENBAUM, 2000).
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2.6.2 Metodos Indiretos para Detec¢do de Mycobacterium bovis

2.6.2.1 Testes intradérmicos

O teste de diagnéstico primario para o controle e vigilancia da tuberculose tanto em
humanos quanto em bovinos é o teste intradérmico que tem sido utilizado ha mais de cem
anos (MONAGHAN et al., 1994; WHELAN et al., 2010).

Esse método fornece uma medida da resposta celular por meio de reacGes de
hipersensibilidade tardia, devido a inoculacédo de tuberculinas, um extrato bruto que é obtido a
partir de cultura de micobactéria. As tuberculinas disponiveis para o diagnostico indireto, in
vivo da tuberculose bovina séo: o PPD bovino, que corresponde ao extrato antigénico de
proteinas purificadas derivadas da amostra AN5 de M. bovis, e o PPD aviério, sintetizado a
partir da amostra D4 de M. avium (GOOD; DUIGNAN, 2011; MONAGHAN et al., 1994).

O teste alérgico da tuberculinizacdo deve ser realizado em animais com idade igual ou
superior a seis semanas (BRASIL, 2006) e precisa-se obedecer a um intervalo de 42 a 60 dias
para repeticdo do teste, no intuito de evitar a ocorréncia de resultado falso negativo (ROXO,
1997).

Apbs a tuberculinizacdo os animais ficam dessensibilizados, ou seja, hd& uma
diminuicdo na capacidade de responder a novos testes (MONAGHAN et al., 1994). O teste
intradérmico também ndo deve ser realizado no intervalo de 15 dias antes ou apds o parto,
pois as fémeas podem apresentar-se menos reativas neste periodo (BRASIL, 2006). Acredita-
se que isso pode ser decorrente de uma reduzida atividade imunoldgica que esta relacionada a
descarga hormonal induzida pelo parto (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006).

Os testes tuberculinicos podem ser simples ou comparativos. Os testes tuberculinicos
simples utilizam apenas a tuberculina bovina (teste da prega caudal - TPC ou o teste cervical
simples - TCS). O teste comparativo (teste cervical comparativo - TCC) faz uso das
tuberculinas bovina e aviaria simultaneamente e, em geral, é utilizado como teste
confirmatdério (MONAGHAN et al., 1994; SCHILLER et al., 2010).

A interpretacdo do TPC e do TCS estad baseada no seguinte principio: Quando a

tuberculina bovina € injetada na dobra da pele do bovino que ndo foi sensibilizado por
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antigenos micobacterianos ndo havera uma resposta inflamatdria local. Contudo, se a
tuberculina for injetada em um animal no qual o sistema imune foi sensibilizado por uma
infeccdo por M. bovis ou por outras micobactérias, isso ocasionard uma resposta inflamatoria
que produzird o entumescimento no local da injecdo que atinge uma maior intensidade 48-72
horas apds a inje¢do da tuberculina (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006).

A interpretacdo do TCC esta baseada no fato de que os animais infectados com M.
bovis tendem a apresentar uma maior resposta a tuberculina bovina do que a aviaria (ambas
aplicadas na dobra da pele do pesco¢o) enquanto que infeccbes com outras micobactérias
promovem a relagdo inversa (POLLOCK; WELSH; MCNAIR, 2005). Por essas razdes, 0
TCC permite uma melhor diferenciacdo entre os animais infectados com M. bovis e aqueles
expostos a organismos do complexo M. avium-intracellulare ou micobactérias ambientais ndo
patogénicas (SMITH, 1993).

Os testes de tuberculinizacdo podem ocasionar resultados falso-negativos. O fenbmeno
da anergia, que é caracterizado pela falta de reatividade ao teste cutdneo, € responsavel por
algumas situacdes, principalmente quando se tém infec¢bes avancadas por M. bovis
(GORMLEY et al., 2006), final da gestacdo ou pds-parto, desnutricdo e uso inadequado de
drogas imunossupressoras. Além disso, variacbes inerentes ao teste, tais como dose,
conservagdo e a propria tuberculina utilizada, somadas as possiveis variacbes na execucao,
leitura e interpretagédo do teste, podem contribuir para o aumento de resultados falso-negativos
(MONAGHAN et al., 1994).

Animais que sdo reagentes ao teste tuberculinico e que ndo apresentam lesdes
macroscopicas podem esta relacionado com: estagios iniciais de infeccdo com M. bovis, pois
esses animais podem apresentar granulomas muito pequenos ou pouco frequentes para serem
visualizados nos exames post-mortem; animais infectados com M. bovis, mas sem doenga, ou
seja, temporariamente capazes de conter o bacilo em uma condicdo de laténcia; ou ainda
animais ndo infectados, expostos aos antigenos de micobactérias ambientais que apresentam
reacOes cruzadas no teste (DE LA RUA-DOMENECH et al., 2006).

Apesar do TCC apresentar sensibilidades entre 74,4% e 88,4%; e especificidades entre
97,3% e 98,6% (FARNHAM et al., 2011), este teste € bastante laborioso, ja que necessita a
contengdo dos bovinos para tricotomia, inoculacdo intradérmica das tuberculinas e leitura da

espessura cutanea. Além disso, apds 72 horas, é necessaria nova contencao para leitura dos
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resultados. Isto limita a execucdo do teste em rebanhos numerosos.

A utilizacdo de antigenos especificos do complexo MTB, tais como CFP-10 e ESAT-
6 em testes intradérmicos resulta em um aumento da especificidade e sensibilidade do teste
(BUDDLE; LIVINGSTONE; DE LISLE, 2009; WHELAN et al., 2010). Outros antigenos
que também estdo sendo estudados em teste de intradermorreacdo em bovinos séo MPB70,
MPB83, Rv3615c sendo testados isoladamente ou como coquetéis para diferenciacdo de
animais infectados de ndo infectados no teste cutdneo proporcionando um diagnostico

sensivel para diferenciar bovinos infectados de vacinados (WHELAN et al., 2010).

As limitacBes que este teste possui, levou aos grupos de pesquisa em tuberculose
bovina a pesquisarem novas estratégias para o diagnostico desta enfermidade (LILENBAUM,
2000), pois nem todos os animais infectados respondem positivamente a tuberculina (GOOD;
DUIGNAN, 2011). Outros testes para o diagnostico desta doenca séo: o teste de IFN-y, que ja
é considerado uma estratégia promissora (AAGAARD et al., 2010), e é oficializado para uso
em gado bovino na Australia e Nova Zelandia (LILENBAUM, 2000), como também testes
baseados em anticorpos.

2.6.2.2 Teste de Interferon-gama (IFN-y)

O teste do IFN-y permite detectar uma resposta imune celular de linfocitos T CD4+
baseado na producdo de IFN-y in vitro (MICHEL; MULLER; VAN HELDEN, 2010;
POLLOCK et al., 2006), cerca de 14 dias ap0s a infeccdo, antes mesmo do inicio da resposta
a tuberculinizagdo (POLLOCK et al., 2006).

O Bovigam® é um teste comercial para a dosagem de IFN-y bovino que tem sido
usado em diversos paises. No Brasil o teste de IFN-y ja foi utilizado em condi¢des de campo
em animais de rebanhos sob risco de tuberculose e apresentou sensibilidade de 100%,
superior a tuberculinizacdo cervical simples com sensibilidade de 88,3% (LILENBAUM,;
SCHETTINI et al., 1999).

A utilizagdo desse teste associado com a tuberculinizagdo poderia ajudar na deteccdo
precoce de outros animais infectados. Em estudo realizado por Gormley et al. (2006)
demonstraram que em um grupo de 197 bovinos infectados considerados negativos ou

inconclusivos no TCC, 145 (74%) foram positivos no teste do IFN-y. Isso pode ter ocorrido

29



pelo fato de alguns destes animais terem alcancado estagios avancgados da doenca e se tornado
anérgicos. Dai a importancia da combinacdo de testes, pois estes animais ndo seriam
classificados como reagentes no primeiro teste e se deixados nos rebanhos seriam fonte de

infeccdo para outros animais.

Esse ensaio apresenta vantagens como: é um procedimento que pode ser realizado
varias vezes e sem intervalo de tempo em relagdo ao teste tuberculinico (RUGGIERO et al.,
2007), a interpretagdo dos resultados é dada em valores numéricos tornando-se mais objetiva
e padronizada, permite a diferenciacdo de respostas associadas com micobactérias patogénicas
daquelas resultantes da exposicdo a micobactérias ambientais (DE LA RUA-DOMENECH et
al., 2006) e para sua realizacdo o animal precisa ser contido apenas uma vez (MEDEIROS et
al., 2010).

Contrariamente, seu emprego ainda oferece algumas restri¢cdes, como o elevado custo,
pois € uma tecnologia importada e requer equipamentos de laboratorio sofisticados, a
necessidade de um curto espaco de tempo para o0 processamento das amostras de sangue (DE
LA RUA-DOMENECH et al.,, 2006) e o uso desse teste pode sofrer interferéncia de
corticoides devido a reducao nos niveis séricos de IFN-y (GORMLEY et al., 2006).

2.6.2.3 Teste de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA) e antigenos promissores para deteccao

de anticorpos contra Mycobacterium bovis

Existem varias vantagens em utilizar os métodos soroldgicos, como por exemplo, estes
testes requerem apenas uma visita do veterinario para a fazenda; a coleta do sangue pode ser
feita quantas vezes for necessaria sem alterar o estado imunologico do animal (MEDEIROS et
al., 2010); os anticorpos presentes no soro sdo mais estaveis durante o transporte, 0 manuseio
e armazenamento da amostra (GREEN et al.,, 2009). O ensaio ELISA permite o
processamento de grande ndimero de amostras em curto espaco de tempo e a leitura dos

resultados é automatizada (SOARES, 2001) o que diminui a probabilidade de erros.

Animais infectados por M. bovis desenvolvem primariamente uma resposta imune
celular (POLLOCK et al., 2006), e a medida que a doenca progride hd um aumento da
resposta humoral, pois nesta fase os titulos de anticorpos é maior que na fase inicial da doenca
(WELSH et al., 2005).
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As primeiras padronizagdes de ELISA para diagnostico da tuberculose bovina foram
realizadas utilizando-se antigenos ndo purificados que apresentavam sensibilidade e
especificidade baixas (AUER, 1987).

Desta maneira, muitos estudos nesta area estdo concentrados na identificacdo dos
antigenos relacionados a resposta humoral em animais infectados com M. bovis e de acordo
com Medeiros et al. (2010), os resultados obtidos s&o promissores para a utilizacdo da

sorologia como teste complementar no diagnostico da tuberculose bovina.

Um teste sorologico utilizando PPD bovino como antigeno, apresentou 90% de
sensibilidade e 89,8% de especificidade, valores muito préximos aos encontrados em testes
intradérmicos (RITACCO et al., 1987).

Resultados apresentados por Lilenbaum, Ribeiro et al. (1999) comparando um teste
sorolégico tipo ELISA com a tuberculinizacdo intradérmica para deteccdo de animais
infectados com M. bovis no Rio de Janeiro, Brasil, sugerem uma boa concordancia entre os
dois testes, uma vez que a sensibilidade e especificidade do primeiro teste foram de 86,7% e

90,6%, respectivamente e do segundo teste de 87,7% e 95,2%, respectivamente.

A proteina MPB70 é uma das principais proteinas secretadas de M. bovis (WIKER,
2009) sendo considerada muito importante para desencadear resposta imune humoral e celular
(LIU et al., 2007). Ela representa mais de 10% das proteinas que sdo secretadas no meio de
cultura de M. bovis (NAGAI; MATSUMOTO; NAGASUGA, 1981). A expressédo de MPB70
foi dividida em dois grupos: aquelas que possuem altas concentracdes que sdo a BCG Tdéquio,
Moreau, Russia, Suécia e Roménia, e as que possuem baixas concentraces como BCG
Pasteur, Dinamarqués 1331, Glaxo, Tice e Pequim. Esta subdivisdo foi atribuida pelo Instituto
de Pasteur no ano de 1920 (WIKER, 2009).

Um estudo realizado por Harboe e Nagai (1984) demostrou que em coelhos
imunizados com BCG, a producdo de anticorpos contra MPB70 foi mais rapida se comparado
com outros componentes de BCG. Inicialmente, MPB70 foi utilizada como antigeno para
diagnostico sorologico pela técnica de ELISA com proteina G biotinilada, em bovinos
infectados experimentalmente com M. bovis. N&o houve reagdes cruzadas com soros de
animais infectados com M. avium, M. paratuberculosis, e Corynebacterium
pseudotuberculosis (HARBOE et al., 1990). Outro exemplo do potencial da proteina MPB70
pode ser observado em um ELISA realizado com soros de 33 bovinos TCC positivos e 43
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TCC negativos, no qual a sensibilidade e especificidade do teste foram de 81,8% e 100%,
respectivamente (JEON et al., 2010).

MPB83 é uma lipoproteina (LIU et al., 2007), que foi isolada inicialmente de um
fluido de cultura de M. bovis BCG Toquio. Essa proteina possui massa molecular semelhante
a de MPB70 (22 kDa), porém com ponto isoelétrico diferente. Anticorpos gerados contras as
duas proteinas tém especificidades distintas, porém ocorrem reacdes cruzadas entre ambas
(HARBOE et al., 1995). Além disto, € uma proteina antigénica capaz de desencadear resposta
imune humoral (MCNAIR et al., 2001), demonstrando sua viabilidade para utilizacdo em
testes de diagndstico para deteccdo de bovinos infectados com M. bovis (GREEN et al.,
2009). A proteina MPB83 ja foi usada em um kit comercial denominado SeraLyte-MBV™
(Prisest) system baseado em um teste de imunofluorescéncia para deteccao rapida de bovinos
com tuberculose bovina no qual apresentou uma especificidade de 98% sendo considerada

promissora para o diagndéstico desta enfermidade (GREEN et al., 2009).

As proteinas MPB70 e MPB83 também j& foram utilizadas em um teste soroldgico
para distinguir um grupo de bovinos com tuberculose bovina e outro com paratuberculose e 0s
resultados obtidos permitiram concluir que estas proteinas podem ser capazes de diferenciar
estas enfermidades (MARASSI et al., 2010).

Um teste ELISA comercial para anticorpos contra M. bovis usando os antigenos
recombinantes MPB70 e MPB83 forneceu uma sensibilidade de 63% e especificidade de 98%
em bovinos naturalmente infectados demonstrando o potencial destes antigenos em testes
sorolégicos (WATERS; BUDDLE et al., 2011).

Outras proteinas que estdo sendo pesquisadas sdo ESAT-6 (HARBOE et al., 1996) e
CFP-10, pois elas estdo presentes em M. tuberculosis e em M. bovis virulento e ausente no M.
bovis BCG e nas micobactérias ambientais (WATERS et al., 2006). ESAT-6 é considerada
bastante imunogénica com capacidade de gerar resposta imune celular e humoral (LIU et al.,
2007). Com a utilizacdo de ESAT-6 em um teste sorologico, foi possivel detectar
sensibilidade de 98,6% e especificidade de 98,5% (KOO et al., 2005).

O desenvolvimento de um teste sorologico utilizando uma combinagdo de proteinas
pode ser uma estratégia para melhorar o desempenho do teste e obtencdo de resultados mais
satisfatorios (LIU et al., 2007), pois os antigenos sdo capazes de induzir respostas em
diferentes fases da infeccdo (MEIKLE et al., 2009).
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Na fase inicial da infeccdo, as principais proteinas detectadas sdo ESAT-6, CFP-10
(KOO et al., 2004) e sdo capazes de detectar precocemente o antigeno. J& nos estagios mais
avancados da doenca, sdo detectadas outras proteinas como, por exemplo, MPB70 (KOO et
al., 2005).

De acordo com a literatura, em um estudo realizado por Liu et al. (2007), um ELISA
indireto foi estabelecido usando proteinas fusionadas MPB70, MPB83 e ESAT-6 resultando
em uma sensibilidade de 69,4% e especificidade de 96% que, comparando com 0s testes
intradérmicos sdo consideradas altas. Dessa forma, o ensaio ELISA pode ser um teste

complementar aos testes de intradermorreacao.

Alguns animais néo séo detectados no TCC, permanecendo como fonte de infecgdo no
rebanho. Em um ensaio ELISA utilizando os antigenos ESAT-6, MPB70, MPB83, CFP-10, a-
crystallin-2 e Rv3616¢ foram testados 60 soros de animais nos quais 34 eram inconclusivos e
26 eram negativos no TCC. Os resultados obtidos neste estudo reforcam a ideia da utilizacéo
do ELISA como teste auxiliar ao TCC, pois dos 60 animais, 53 (88,3%) foram positivos no
teste soroldgico (WHELAN et al., 2011).

As proteinas da familia PPE estdo envolvidas no processo de viruléncia, manutencao
do crescimento bacteriano dentro dos macréfagos e na regulacdo da necessidade de ions ferro
pela célula bacteriana (LE MOIGNE et al., 2005), porém pouco se sabe sobre a sua funcgéo ou
imunogenicidade. PE5 e PE13 sdo encontradas em todas as cepas vacinais BCG (AAGAARD
et al., 2006).

Atualmente, existem estudos sobre os antigenos especificos do complexo M.
tuberculosis preferencialmente reconhecidos pela resposta humoral em bovinos infectados por
M. bovis, tais como MPB70, MPB63, MPB83 e ESAT-6 (AMADORI et al., 2002; HARBOE
et al., 1990; LE MOIGNE et al., 2005; LYASHCHENKO et al., 1998), dentre outras
proteinas promissoras como HSPX, Esx-l e Rv0138 que podem ser usadas em testes

soroldgicos para o diagnostico da tuberculose bovina (MEIKLE et al., 2009).

Assim, acredita-se que as proteinas recombinantes especificas produzidas por
engenharia genética para serem usadas no teste complementar para o diagnéstico da
tuberculose bovina em ensaios individuais ou, posteriormente, na forma de moléculas
fusionadas podera contribuir para o sucesso do PNCEBT e para a reducdo das perdas

econdmicas relativas a essa enfermidade.
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2.7 MEDIDAS DE CONTROLE

Devido a importancia da tuberculose bovina no cenério do agronegécio brasileiro, o
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento aprovou, por meio da Instrugédo
Normativa n. 6, de 8 de janeiro de 2004, o Regulamento Técnico do Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT) em 2006 publicou o
Manual Técnico (BRASIL, 2004, 2006).

No Brasil o PNCEBT prevé a certificacdo de estabelecimento de criacdo livre de
tuberculose. Para isso 0 programa determina que 0s animais reagentes positivos ao teste da
tuberculinizagdo deverdo ser isolados da producgédo leiteira e de todo o rebanho, sendo
sacrificados no prazo maximo de 30 dias apds o diagnostico em estabelecimento sobservico
de inspecdo oficial indicado pelo servico de defesa oficial federal ou estadual. Para o
saneamento das propriedades que entram em processo de certificacdo, os testes deverdo ser
realizados em todo o rebanho até a obtenc&o de trés resultados sem um Gnico animal reagente
positivo ao longo de um periodo minimo de nove meses. Uma vez terminado o saneamento, a
propriedade obtém o certificado de livre dessas doencas, cuja manutencdo depende do
cumprimento de todas as regras e normas sanitarias estabelecidas. As propriedades

certificadas ficam obrigadas a repetir os testes anualmente (BRASIL, 2006).

Na certificacdo de estabelecimentos de criacdo monitorados para tuberculose é restrita
a criacdo especializada em pecuaria de corte. Nesse caso 0s animais sdo escolhidos por
amostragem. N&o sendo detectados animais reagentes positivos na tuberculinizacdo, a
propriedade receberd o certificado de monitorada para a tuberculose. Porém, se forem
encontrados animais reagentes positivos, 0s animais ndo incluidos na amostragem inicial
serdo submetidos a tuberculinizacdo e todos os animais reagentes positivos serdo sacrificados.
Somente apOs essa etapa a propriedade receberd o certificado de monitorada para a
tuberculose (BRASIL, 2006).

Atualmente, existem estudos sobre a vacinagdo contra tuberculose bovina. Nas
pesquisas realizadas em todo 0 mundo busca-se produzir um antigeno capaz de desenvolver
imunidade e ndo interferir nos testes diagnosticos (POLLOCK et al., 2001), pois 0 uso de uma
vacina para reduzir ou erradicar a doenga tem sido considerada uma alternativa promissora
para o controle da tuberculose em bovinos. Existem relatos da eficiéncia da vacina BCG

contra o desafio experimental em gado, porém ndo ha estudos recentes sobre a eficacia desta
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vacina contra animais naturalmente infectados (BUDDLE et al., 2011).

Um dos grandes problemas a ser considerado com o uso de BCG em bovinos é que a
vacinacdo pode deixar os animais sensibilizados comprometendo assim o diagndstico da
tuberculose nestes animais (BUDDLE et al., 2011).

Um estudo realizado por Whelan et al. (2010) para diferenciagdo de animais
infectados de vacinados demonstrou que a sensibilizacdo dos bovinos com a cepa vacinal
(BCG) compromete a sensibilidade do teste quando é utilizado o PPD bovino para
diagnostico, enquanto que a combinacdo de antigenos ESAT-6, CFP-10, MPB70 e MPB83

proporcionou um diagnostico pratico e sensivel para diferenciar os infectados de vacinados.

O tratamento de bovinos com tuberculose, principalmente com isoniazida, tem sido
proibido em paises que tém programas de controle, pois por meio de tratamento ainda nédo é
possivel eliminar todos os animais portadores do bacilo, e como consequéncia a fonte de

infeccdo e a doenca no rebanho é disseminada (ROXO, 1997).

Medidas gerais de higiene, como limpeza e desinfecgcdo das instalagdes, cuidado na
introducdo de novos animais no rebanho (com testes negativos, provenientes de rebanhos
livres, quarentenarios e isolamento de animais suspeitos) sdo importantes para evitar que a

doenca se instale na propriedade (ROXO, 1996).

Deve-se abolir a utilizacdo do leite de vacas reagentes para qualquer finalidade e em
quaisquer circunstancias (BRASIL, 2006), porque a ingestdo do leite cru também é
considerada via de transmissdo da tuberculose para os humanos (MICHEL; MULLER; VAN
HELDEN, 2010). Contudo, para diminuir os riscos de transmissdo de M. bovis, deve-se
realizar a inspecdo sanitaria dos produtos de origem animal destinados ao consumo humano e

a pasteurizacao do leite e derivados.

De acordo com Michel, Miller e Van Helden (2010), causas adicionais para a
ocorréncia de infec¢cdo em humanos em paises em desenvolvimento séo as préaticas culturais e

religiosas, bem como fatores socioeconémicos.
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RESUMO

A tuberculose bovina é uma importante doenca infecciosa cronica, causada pela
bactéria Mycobacterium bovis, responsavel por consideraveis perdas econémicas, além de
constituir problema de salude publica. Os programas de controle da enfermidade realizados na
maioria dos paises sdo baseados na identificacdo e eliminacdo de animais infectados. A
utilizacdo de um teste soroldgico, como o Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA),
pode incrementar a cobertura diagndstica desta doenca. Assim, 0 objetivo neste estudo foi
produzir proteinas recombinantes CFP-10, ESAT-6, Mb0143, MPB83, PE5, PE13, TB10.4,
TB15.3 e uma quimera com fragmentos hidrofilicos de MPB70, MPB83 e ESAT-6 de M.
bovis e avalia-las como antigenos em ensaios ELISA. Os genes foram clonados no plasmideo
PET- 47b(+), com exce¢do de mpb83, clonado em pRSET-C, e tb10.4 clonado em pET-28a
(+), sendo expressos em Escherichia coli Rosetta. Apo6s purificacdo por cromatografia de
afinidade, as proteinas foram testadas por ELISA com 107 soros de bovinos positivos ao
Teste Cervical Comparativo (TCC) e 126 soros de animais negativos ao TCC. Detectaram-se
sensibilidades entre 28% e 83,2%; e especificidades entre 58,7% e 92,9%. Os testes com
ESAT-6, MPB83 e PES5 tiveram concordancia média (indices kappa de 0,447; 0,554 e 0,404,
respectivamente) e a quimera, uma boa concordancia (indice kappa de 0,688) com o TCC. Os
testes com as demais proteinas tiveram concordancias minimas com o TCC. Sugere-se que a
combinacdo do ensaio ELISA utilizando a quimera com os testes intradérmicos pode
melhorar a cobertura diagnostica da tuberculose bovina.

Palavras-chave: tuberculose bovina - proteinas recombinantes - CFP-10 - ESAT-6 - Mb0143
- MPB83 - PE5 - PE13 -TB10.4 - TB15.3 - ELISA.
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INTRODUCAO

A tuberculose é uma enfermidade infecciosa e cronica causada pela bactéria
Mycobacterium bovis que acomete bovinos (Karlson e Lessel 1970, Wobeser 2009), outras
espéecies de animais de exploracdo zootécnica, animais silvestres livres ou em cativeiro e
também o homem (Gutiérrez et al. 1998). Assim, ocasiona prejuizos a pecuéria e riscos a
salde da populacao que consome produtos de origem animal (Lilenbaum et al. 2001).

No curso da infec¢do por M. bovis, a maioria dos bovinos desenvolve resposta imune
celular detectada em reacdes de hipersensibilidade tardias apds a inoculacdo intradérmica de
antigenos da bactéria, sobretudo derivado protéico purificado (PPD) (Whelan et al. 2011).
Este teste tem sido usado em diversas partes do mundo, incluindo o Brasil, para o controle
dessa enfermidade (Marassi et al. 2010). No entanto, apesar da eficacia do teste, existem
limitacBes quanto a especificidade, devido a reacdes cruzadas com micobactérias ambientais
(Fraguas et al. 2008, Monaghan et al. 1994) exigindo a realizacdo de testes comparativo com
PPD de Mycobacterium avium. Além disso, alguns animais reagentes positivos ndo sdo
detectados no teste de tuberculinizacdo intradérmica, os quais permanecem como fontes de
infeccdo para outros bovinos. Mesmo em paises que utilizam testes de deteccdo de Interferon-
gama (IFN-y) como provas confirmatorias auxiliares ha relatos de bovinos com tuberculose
ndo detectados (Whelan et al. 2011).

Um teste sorolégico com sensibilidade e especificidade capaz de detectar anticorpos
contra M. bovis em bovinos que estdo expostos a doenca poderia ser usado complementando o
teste intradérmico, pois embora as infeccGes micobacterianas possuam primariamente
resposta imune celular, também ha resposta humoral especialmente quando a doenca esta em

estagio avancado (Adams 2001).

Os testes sorologicos com proteinas recombinantes do Complexo M. tuberculosis
podem constituir uma alternativa pratica para deteccdo de rebanhos infectados,
complementando a cobertura diagndstica fornecida pelos testes de tuberculiniza¢do. Alguns
antigenos recombinantes ja foram testados com sucesso e estdo disponiveis comercialmente,
como MPB70 e MPB83 (Waters et al. 2011), e outros tem sido apontados e/ou testados como
promissores para testes soroldgicos e/ou celulares, tais como CFP-10, ESAT-6, PE5, PE13,
Mb0143, TB10.4, TB15.3 (Lyashchenko et al. 1998, Amadori et al. 2002, Weldingh et al.
2005, Aagaard et al. 2006, Liu et al. 2007, Meikle et al. 2009)
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Assim, o objetivo neste estudo foi produzir proteinas recombinantes CFP-10, ESAT-6,
Mb0143, MPB83, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3 e uma quimera com fragmentos hidrofilicos
de MPB70, MPB83 e ESAT-6 de M. bovis e avalia-las como antigenos em ensaios ELISA.

MATERIAIS E METODOS

Purificacdo de DNA de Mycobacterium bovis - Foi extraido DNA da cepa AN5 de M.
bovis obtida por cultura em meio Stonebrink e purificado utilizando o kit comercial DNeasy
Blood & Tissue (Qiagen). A qualidade e concentracdo do DNA foram avaliadas em
espectrofotobmetro Nanodrop ND1000 (Thermo Scientific) e por eletroforese em gel de

agarose corado com Syber Gold (Invitrogen) e visualizado em transiluminador ultravioleta.

Amplificag@o dos genes de interesse - Oligonucleotideos iniciadores (Tabela I) foram
desenhados para amplificacdo dos genes, com o auxilio do programa PrimerSelect
(DNAStar). Os fragmentos de DNA que codificam para as proteinas foram amplificados por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), contendo 20 mM Tris pH 8,4, 50 mM KCL, 1,5 mM
MgCl,, 250 mM de cada ANTP, 100 ng de cada oligonucleotideo iniciador, 0,2 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen) e 100 ng de DNA de M. bovis. Os perfis de amplificacdo foram
realizados de acordo com a caracteristica de cada par de oligonucleotideos iniciadores. Os
produtos das PCRs foram verificados por eletroforese em gel de agarose 1% corados com

Syber Gold (Invitrogen) e visualizados em transiluminador ultravioleta.

Producdo da quimera - A quimera composta por fragmentos dos genes esat-6,
221989-222198 (BX248341.1, fragmento 14/14), mpb70 18693-19025 (BX248344.1,
fragmento 11/14) e mpb83 15664-15966 (BX248344.1, fragmento 11/14) foram sintetizados
pela empresa Genone. A anéalise dos fragmentos hidrofilicos para a composicdo da quimera
foi realizada com o auxilio do programa Protean (DNAStar). A quimera, cuja sequéncia esta

descrita na figura 1 foi clonada em pET-47b (+) (Novagen).

Clonagem e expressao dos genes - Os genes amplificados foram clonados inicialmente
em plasmideo pGEM-T Easy (Promega), sendo propagados em Escherichia coli cepa DH5a.
Apos isolamento de DNA plasmidial de cada gene utilizando um kit comercial (Qiagen)
efetuou-se subclonagem em sitio de EcoRI de pET-47b (+) (Novagen). O gene mpb83 foi
subclonado em pRSET-C (Invitrogen) e o gene tb10.4 foi subclonado em pET-28a (+)
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(Novagen). Como célula hospedeira, foi utilizada Escherichia coli cepa Rosetta em todas as
construcdes génicas. A expressdo dos genes foi verificada por eletroforese em gel de dodecil

sulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) corados com azul brilhante de comassie.

Producéo e purificacdo das proteinas recombinantes - Erlenmeyers contendo 50 mL
de caldo LB (Luria Bertani Miller) com 34 pg/mL de clorafenicol e 25 pg/mL de kanamicina
foram pré-inoculados com uma coldnia da bactéria para os genes subclonados em pET-47b
(+) contendo cada plasmideo recombinante. Para os genes subclonados em pRSET-C foi
utilizado caldo LB contendo 34 pg/mL de clorafenicol e 100 pg/mL de ampicilina. Todas as
suspensdes bacterianas foram cultivadas a 37° C, por 12 horas, a 200 rotacdes por minuto
(rpm). Cada crescimento resultante foi inoculado em 450 mL de caldo LB e as suspensoes
foram incubadas por uma hora a 37° C, a 200 rpm. A inducdo de cada expressdo génica foi
realizada com 1 mM de isopropil-tio-B-D-galactopiranosideo (IPTG) por incubacédo a 37° C,
por quatro horas a 200 rpm. As suspensdes bacterianas foram centrifugadas a 10.000 rpm por
10 minutos e cada sedimento foi tratado e ressuspenso com 15 mL de tampdo de lise
(Na;HPO,4 20mM; NaCl 0,5M; Guanidina HCI 6M) pH 8,0, por incuba¢do por uma hora em
banho maria a 37°C. Em seguida, foram submetidas a disrup¢do ultrassénica por 5 vezes de
20 segundos, com intervalo de 30 segundos e poténcia de 100 W, em gelo. Os lisados obtidos
foram centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes foram submetidos a
cromatografia de afinidade, em condicfes desnaturantes, com a coluna de agarose niquel His

trap HP (GE Healthcare) de acordo com as instrugcfes do fabricante.

Apés dialise em PBS por 48 horas, a 4°C, cada proteina recombinante produzida foi
avaliada por SDS-PAGE, conforme descrito anteriormente, e Western blot com anticorpo
monoclonal anti-6xhistidina. Posteriormente, as proteinas purificadas foram quantificadas em
gel SDS-PAGE, comparando-se a padrdes de albumina sérica bovina (BSA) nas
concentragdes 0,125 mg/mL; 0,5 mg/mL; 1 mg/mL. As proteinas foram concentradas para
uma concentragdo de 1 mg/mL e solubilizadas com SDS 2%, para posterior utilizagdo no
Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica (ELISA). As massas das proteinas recombinantes foram

obtidas pelo programa Labimage 1D 2006 (Kapelan).

Padronizagdo dos ELISAs - As dilui¢bes 6timas das proteinas recombinantes, soros,
conjugado e tampdes utilizados nos ensaios, como também o tempo de parada da reacdo
enzimatica foi determinado pela avalia¢do de quatro soros de bovinos positivos e quatro soros

de bovinos negativos para tuberculose pelo Teste Cervical Comparativo (TCC), segundo o
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Regulamento Técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) (Brasil 2004). Apds o estabelecimento das condi¢fes 6timas, 0s
antigenos foram adsorvidos em placas de poliestireno de 96 pocos (Costar 3590), diluidos em
tampé&o carbonato-bicarbonato, pH 9,6, por uma hora a 37°C. Nas concentracdes descritas na
tabela II, as placas foram bloqueadas com 100 pl/pog¢o de tampao fosfato com 0,01% de
Tween 20 (PBST) e 5% de leite desnatado, pH 7,2, por 1 hora a 37°C. Apds cinco lavagens
com PBST, 100 uL/pogo dos soros, diluidos em PBST com 2% de leite desnatado, foram
incubados por 1 hora a 37°C. As placas foram entdo lavadas mais cinco vezes com PBST, e
100 puL/pog¢o de conjugado anti-lIgG bovino com peroxidade (Sigma, A5295), diluido em
PBST a 1:10.000 adicionados aos pogos. As placas foram incubadas por 30 minutos a 37°C, e
apos cinco lavagens com PBST, 50 pL/po¢o do cromoégeno/substrato Fast OPD (Sigma,
P9187) foram adicionados. As reacdes foram interrompidas pela adicdo de H,SO,4 (2,5N) e os
resultados obtidos em leitor EL-800 (Bio-Tek), com filtro de 490 nm. A normaliza¢do das
absorbéancias foi feita segundo o protocolo descrito por Ramanakumar et al. (2010).

Avaliacdo do desempenho dos ELISAs - Apds a padronizacdo dos ELISAs, foram
testados soros de 126 bovinos negativos ao TCC provenientes da Embrapa Gado de Corte,
Campo Grande, Mato Grosso do Sul; e um total de 107 bovinos positivos ao TCC,
provenientes dos Estados de Mato Grosso do Sul (municipio de Caarapé - 58 animais),
Espirito Santo (municipio de Itapemirim - 6 animais) e Rio Grande do Sul (municipios de
Toropi - 27 animais, Tapera - 3 animais, Sdo Martinho da Serra - 3 animais e Santa Maria -10

animais).

Analise estatistica - Os pontos de corte para 0s ensaios foram determinados por curva
Receiver Operanting Characteristic (ROC), utilizando os valores de absorbancia obtidos a
partir dos soros de bovinos negativos e positivos para M. bovis no TCC. Para este ponto de
corte, também foram determinadas a sensibilidade e especificidade de cada teste. A curva
ROC de cada ensaio foi obtida com o programa MedCalc versdo 9.6.4.0, e as proporcoes de
resultados concordantes entre os ELISAs e o TCC foram avaliados pelo indice kappa,
calculados com o programa BioStat 5.0. As classificagbes das concordancias foram

determinadas segundo o critério de Ansari-Lari (2005).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os fragmentos correspondentes a regido codificante dos genes cfp-10, esat-6, mb0143,
mpb83, peb, pel3, th10.4, th15.3 foram amplificados por PCR, gerando produtos de 300, 288,
459, 604, 219, 270, 231 e 408 pares de bases (pb), respectivamente.

Na analise da expressdo dos genes por SDS-PAGE, foi possivel visualizar as proteinas
recombinantes CFP-10, ESAT-6, Mb0143, MPB83, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3 e a quimera
com 13,6; 12,9; 20,5; 28,5; 12,5; 17,5; 11,6; 17,5 e 35 kilodaltons (KDa), respectivamente. As
massas observadas das proteinas recombinantes foram compativeis com a andlise feita no
programa EditSeq (DNAStar), a partir da traducéo in silico das sequéncias codificantes de
cada gene, associadas as sequéncias codificantes dos vetores plasmidiais. No Western blot,
todas as proteinas recombinantes deste estudo foram reconhecidas pelo anticorpo anti-

6xhistidina, confirmando a expressao dos genes (Figura 2).

Na padronizacao dos testes, as diluicGes dtimas para as proteinas recombinantes e soro

estdo descritas na Tabela I1.

As distribuicdes das absorbancias normalizadas dos testes ELISA estdo demonstradas
na figura 3. As sensibilidades dos testes variaram entre 28% e 83,2%, e especificidades entre
58,7% e 92,9%. Pela analise do teste kappa, com critério de interpretacdo de Ansari-Lari
(2005), o ELISA com a quimera recombinante apresentou boa concordancia com o TCC, com
indice kappa de 0,688. Os ensaios com as proteinas recombinantes ESAT-6, MPB83 e PE5
apresentaram concordancia média com o TCC, com indices de 0,447; 0,554; 0,404,
respectivamente. Os demais ensaios apresentaram concordancias minimas com o TCC

(indices kappa inferiores a 0,4) (Tabela I11).

O teste de tuberculinizacdo intradérmica cervical comparativa € uma prova de
diagnostico baseado na resposta celular dos animais a M. bovis. Apesar de apresentar
sensibilidades entre 74,4% e 88,4% e especificidades entre 97,3% e 98,6% (Farnham et al.
2011), este teste é bastante laborioso, ja que necessita a contencdo dos bovinos para
tricotomia, leitura da espessura cutanea e inoculacdo intradérmica das tuberculinas. Além
disso, apds 72 horas, é necessaria nova contencdo para leitura dos resultados (Whelan et al.
2010), o que limita a execucdo do teste em rebanhos numerosos. Além disso, animais com

tuberculose podem apresentar resultados falso-negativos e permanecerem nos rebanhos como
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fontes de infeccdo, devido principalmente a anergia, que pode ocorrer em bovinos
cronicamente infectados com M. bovis (Neill et al. 2001, Gormley et al. 2006).

Para realizacdo dos ensaios ELISA é necessario manejar 0s animais uma dnica vez
para coleta de sangue, procedimento este que ainda pode ser otimizado coletando-se em um
unico momento amostra suficiente para realizacdo do diagnéstico de outras enfermidades
como, por exemplo, a brucelose. Além disso, esse procedimento diagndstico ndo altera o
estado imunoldgico do animal interferindo em exames subsequentes, como é 0 caso da
tuberculinizacdo (Medeiros et al. 2010). Com os ensaios ELISA, também ha possibilidade de
testar grande numero de amostras em curto espaco de tempo e a automacdo na obtencdo dos
resultados diminui a probabilidade de erros (Soares 2001).

Os ensaios com as proteinas recombinantes ESAT-6, MPB83 e PE5 apresentaram uma
concordancia média com o TCC, sendo que ESAT-6 e MPB83 ja foram utilizadas por outros
autores em testes soroldgicos (Marassi et al. 2010, Waters et al. 2011, Whelan et al. 2011) e
apresentaram resultados promissores para diagnéstico da tuberculose bovina. A PE5 foi
avaliada somente em testes celulares (Aagaard et al. 2006), sendo esse estudo a primeira
descricdo da utilizacdo desse antigeno em ensaio ELISA apresentando uma média

concordancia com o TCC.

A boa concordancia entre os testes e a melhor sensibilidade nos ELISAs foram obtidos
quando utilizou-se a quimera que contém fragmentos das proteinas ESAT-6, MPB70 e
MPB83. Com isso, acredita-se que a maior diversidade de epitopos resulta em um aumento

significativo da sensibilidade do teste.

Os antigenos ESAT-6, MPB70 e MPB83 ja foram utilizados em modelos
experimentais para deteccdo de anticorpos contra M. bovis e foram identificados como tendo
importantes epitopos de células B que podem ser explorados para o sorodiagnostico dessa
infeccdo (Lightbody et al. 2000, Lyashchenko et al. 1998, McNair et al, 2001).

Os resultados do ELISA com a quimera de ESAT-6, MPB70 e MPB83 encontrado
neste estudo (sensibilidade de 83,2%, e especificidade de 86,5%) foram semelhantes aos
encontrados em outro estudo usando outra quimera com 0S mesmos antigenos, no qual
obteve-se uma sensibilidade de 69,4% e uma especificidade de 96% (Liu et al. 2007). Além
disso, um teste ELISA comercial para anticorpos contra M. bovis, usando o0s antigenos
recombinantes MPB70 e MPB83 forneceu bom desempenho com sensibilidade de 63% e
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especificidade de 98% em bovinos naturalmente infectados (Waters et al. 2011). Estes
resultados demonstram o potencial destes antigenos em testes soroldgicos para deteccdo de

anticorpos contra M. bovis.

A fusdo de epitopos de ESAT-6, MPB70 e MPB83 apresentou melhor desempenho do
que os ensaios com ESAT-6 e MPB83 separadamente. Neste estudo, ndo foi possivel avaliar o
desempenho da MPB70 isoladamente, devido a problemas na purificagdo da mesma (dados
ndo demonstrados). Isto se deve, provavelmente, a resposta imune humoral de bovinos a M.
bovis que reconhece diferentes antigenos em fases distintas da infeccdo. Portanto, a fusdo de
epitopos amplia a cobertura diagndstica (Lyashchenko et al. 1998, Meikle et al. 2009, Whelan
et al. 2011).

Devido a boa concordancia entre o ELISA com a quimera de ESAT-6, MPB70 e
MPB83 e 0 TCC, sugere-se a combinacdo destes dois testes, que detectam respostas humorais
e celulares, respectivamente, e é capaz de detectar animais em diferentes fases da infecgéo,
como consequéncia torna-se uma estratégia promissora para melhorar a cobertura diagndstica

da tuberculose bovina.
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TABELAS

Tabela I: Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificacdo dos

genes de Mycobacterium bovis

Tamanho dos

Genes amplicons Sequéncias
fo-10 200 5/ GCAGAGATGAAGACCGATGCCGCTACC 37
P 37 TCACAAGCCCATTTGCGAGGACAGC 57
oot 2883 5/ ATGACAGAGCAGCAGTGGAATTTC 3’
37 CTATGCGAACATCCCAGTGAC 57
5/ GCTTCGGAGTTCTCCCGTGCTGAA 37
mb0143 459 37 CTCGTCGAGGGTGCCCAACTCCT 5
5/ ATGATCAACGTTCAGGCCA 3
mph83 604 37 GAACTCCGCCACATACCAAA 5’
o5 210 5/ ATGACGTTGCGAGTGGTTC 3
P 37 TCAGCCGCCCACGAC 57
o1 270 5/ TCTTTCGTGATGGCATACCC 3’
P 3’/ GACTTCAGTGGCCGAA 5
5/ ATGTACAACTACCCCGCGAT 3’
t10.4 231 3’/ CATGGTGTTGGCTTCATG G 5’
153 408 5/ AGCGCCTATAAGACCGTGGTGGTA 3’

3’ CTTGGCCCGGCGTGACACATTGG 57
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Tabela Il: Concentracdo das proteinas e as diluicbes dos soros utilizados para a realizagdo

dos ELISAs para detecgéo de anticorpos contra Mycobacterium bovis

Proteinas recombinantes

Diluicdes 6timas

Proteinas (concentracéo final em

Soros ug/mL)
CFP-10 1: 600 1: 10.000/ 0,1
ESAT-6 1: 600 1: 5.000/ 0,2
Mb0143 1: 600 1: 10.000/ 0,1
MPB83 1: 600 1: 10.000/ 0,1

PE5 1: 400 1: 500/ 2

PE13 1: 600 1: 500/ 2
TB10.4 1: 400 1: 2.000/ 0,5
TB15.3 1: 400 1: 5.000/ 0,2
Quimera @ 1: 600 1: 5.000/ 0,2

a: quimera — fuséo de fragmentos de MPB70, MPB83 e ESAT-6, sintetiza pela empresa Genone.
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Tabela 1lI:

Mycobacterium bovis

Principais parametros dos ELISAs com

proteinas recombinantes de

_ Sensibilidade  Especificidade  indice 'Mtervalode - Classificacao
Proteinas (%) (%) kappa confianca das

PP 95% concordancias @
CFP-10 28,0 92,9 0,202 0,071-0,334 Minima
ESAT-6 70,1 75,4 0,447 0,332-0,562 Média
Mb0143 67,3 71,4 0,386  0,268-0,506 Minima
MPB83 68,2 87,3 0,554 0,447-0,663 Média
PES 59,8 81,0 0,404 0,286-0,524 Média
PE13 65,4 58,7 0,231 0,106-0,355 Minima
TB10.4 56,1 80,2 0,368 0,246-0,489 Minima
TB15.3 66,4 73,8 0,394 0,276-0,513 Minima
Quimera ® 83,2 86,5 0,688 0,595-0,782 Boa

a : Classificacdo da concordancia entre ELISA e TCC segundo Ansari-Lari (2005)
b : Quimera — fusdo de fragmentos de MPB70, MPB83 e ESAT-6.
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FIGURAS

Figura 1: Sequéncia de DNA da quimera composta por fragmentos dos genes mpb70, mpb83 e

esat-6 de Mycobacterium bovis

GCCTCGGTGCAGGGAATGTCGCAGGACCCGGTCGCGGTGGCGGCCTCGAACAATCCG
GAGTTGACAACGCTGACGGCTGCACTGTCGGGCCAGCTCAATCCGCAAGTAAACCTG
GTGGACACCCTCAACAGCGGTCAGTACACGGTGTTCGCACCGACCAACGCGGCATTT
AGCAAGCTGCCGGCATCCACGATCGACGAGCTCAAGACCAATTCGTCACTGCTGACC
AGCATCCTGACCTACCACGTAGTGGCCGGCCAAACCAGCCCGGCCAACGTCGTCGGC
ACCCGTCAGACCCTCCAGGGCGCCAGCGTGACGGTGACCGGTCAGGGTGCGCAAGAC
CCGGTCGCTACCGCGGCTTCCAACAACCCGATGCTCAGTACCCTGACCTCGGCTCTG
TCGGGCAAGCTGAACCCGGATGTGAATCTGGTCGACACCCTCAACGGCGGCGAGTAC
ACCGTTTTCGCCCCCACCAACGCCGCATTCGACAAGCTGCCGGCGGCCACTATCGAT
CAACTCAAGACTGACGCCAAGCTGCTCAGCAGCATCCTGACCTACCACGTGATAGCC
GGCCAGGCGAGTCCGAGCAGGATCGACGGCACCCATCAGACCCTGCAAGGTGCCGAC
CTGACGGTGAATGTCACGTCCATTCATTCCCTCCTTGACGAGGGGAAGCAGTCCCTG
ACCAAGCTCGCAGCGGCCTGGGGCGGTAGCGGTTCGGAGGCGTACCAGGGTGTCCAG
CAAAAATGGGACGCCACGGCTACCGAGCTGAACAACGCGCTGCAGAACCTGGCGCGG
ACGATCAGCGAAGCCGGTCAGGCAATGGCTTCGACCGAAGGCAACGTC

Legenda: mpb70 mpb83 esat-6

Posi¢do no genoma:

18693-19025 de mpb70 (BX248344.1, fragmento 11/14).
15664-15966 de mpb83 (BX248344.1, fragmento 11/14).
221989-222198 de esat-6 (BX248341.1, fragmento 14/14).
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Figura 2: Western blot com as proteinas combinantes de Mycobacterium bovis e
anticorpo monoclonal anti-6xhistidina. 1= CFP-10, 2= ESAT-6, 3= Mb0143, 4=
MPB83, 5= PE5, 6= PE13, 7= TB10.4, 8= TB15.3, 9= Quimera
(MPB70/MPBB83/ESAT-6)
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Figura 3: DistribuicGes das absorbancias normalizadas dos testes ELISA para detec¢do de

anticorpos contra Mycobacterium bovis
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