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Resumo

MELO, E.S.P. Avaliacdo do uso de proteinas recombinantes de Mycobacterium bovis
como antigenos em teste intradérmico para o diagndéstico da tuberculose bovina. 2014.
99 folhas. Tese - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

A tuberculose bovina é uma doenca de importancia econémica e zoondética, causada
principalmente por Mycobacterium bovis. Como n&o existe uma vacina eficaz para essa
doenca, 0os programas para seu controle e erradicacdo consistem no diagndstico e
abate de animais infectados com base nos resultados do teste de imunidade celular in
vivo, 0 teste intradérmico. Nesse ensaio sdo utilizados os derivados proteicos
purificados (PPD) de M. bovis que sdo capazes de induzir reacdes de
hipersensibilidade tardia em animais infectados. No entanto, devido a problemas
relacionados principalmente a especificidade da mistura de proteinas que compdem o
PPD, que pode resultar em reagfes cruzadas com outras micobactérias, a busca por
novos antigenos se faz necesséria. Nesse sentido, proteinas especificas de M. bovis
envolvidas na resposta imune celular tém sido testadas em substituicdo ao PPD bovino
no teste intradérmico, com resultados promissores. O objetivo do presente estudo foi
produzir proteinas recombinantes de M. bovis e avalia-las como antigenos em teste
intradérmico em Cavia porcellus e bovinos. As proteinas recombinantes ESAT-6, PE13,
PE5, ESX-1, Mb0143 e TB10.4 foram produzidas em Escherichia coli e purificadas por
cromatografia de afinidade agarose-niquel em condicdo nativa. A proteina ESAT-6 foi
purificada também em condicdo desnaturante. As proteinas ESAT-6, PE13, PE5 e ESX-
1, quando testadas em Cavia porcellus, apresentaram capacidade para diferenciar
animais previamente sensibilizados com cepa M. bovis AN5 inativada dos n&o
sensibilizados, quando combinadas em forma de um coquetel contendo 40 pg de cada
proteina. As condicbes de solubilizacdo e purificagdo influenciaram o desempenho
antigénico das proteinas em estimular hipersensibilidade tardia, pois a proteina ESAT-6
produzida em condi¢cdo desnaturante desencadeou reacdo inespecifica nos animais
nao sensibilizados, enquanto que aquelas produzidas em condi¢des nativas e aplicadas
em baixas concentragbes (6, 12, 24 e 48 pg) induziram reacdes significativas nos
animais sensibilizados, confirmando o seu potencial para o diagnostico. Quando
testadas em bovinos, apenas as proteinas ESX-1, Mb0143 e PE5 aplicadas
individualmente, foram capazes de diferenciar bovinos sensibilizados de né&o
sensibilizados quando 320 pg das proteinas foram injetadas. As proteinas
recombinantes de M. bovis aqui caracterizadas demonstraram resultado promissor para
serem utilizadas como antigenos em teste intradérmico para o diagnéstico da
tuberculose bovina.

Palavras-chave: teste intradérmico, proteina recombinante, diagndstico.



Abstract

MELO, E.S.P. Evaluation of the usage recombinant proteins of Mycobacterium bovis as
antigens in intradermal tests for diagnosis of bovine tuberculosis. 2014. 99 folhas. Tese
- Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul, Campo Grande, MS, 2014.

Bovine tuberculosis is a disease of economic and zoonotic importance, mainly caused
by Mycobacterium bovis, and as there is no an effective vaccine for this disease, the
control and eradication consist in the diagnosis and slaughter of the infected animals
based on the tuberculin skin test result. In this assay purified protein derivative (PPD) of
M. bovis that induce a delayed hypersensitivity reactions in infected animals is used.
However, due to problems mainly related to the specificity of the PPD protein mixture,
which may result in cross-reactions with other mycobacteria, the search for new
antigens are needed. Thus, specific proteins of M. bovis involved in cell mediated
immunity have been assessed to replace the bovine PPD in skin tests showing
promising results. The aim of this study was to produce recombinant proteins of M. bovis
and evaluate them as antigens in skin tests in guinea pigs and cattle. The recombinant
proteins ESAT-6, PE13, PE5, ESX-1 Mb0143 and TB10.4 were produced in Escherichia
coli and purified by affinity chromatography using nickel agarose resin, under native
condition. The ESAT-6 protein was also purified in denaturing condition. The proteins
ESAT-6, PE13, PE5 and ESX-1, when combined in the form of a cocktail containing 40
pug of each protein, differentiate guinea pigs were able previously sensitized with M.
bovis strain AN5 from non-sensitized animals. The purification conditions influenced the
antigenic performance of the proteins to stimulate a delayed hypersensitivity response,
since the ESAT-6 protein produced in denaturing condition triggered nonspecific
reactions in non-sensitized animals, whereas under native condition and applied at low
concentrations (6, 12, 24 and 48 pg) resulted in significant reactions only in sensitized
animals, confirming their potential for diagnosis. When tested in cattle, only the proteins
ESX-1, Mb0143 and PES5 individually were able to differentiate between non-sensitized
and sensitized cattle when 320 pg of protein was injected. The recombinant proteins of
M. bovis showed promising results for use on skin test for the diagnosis of bovine
tuberculosis.

Keywords: skin test, recombinant protein, diagnostics.
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1 INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma doenca de importancia econdmica e zoongtica,
causada por agentes bacterianos do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT)
(MICHEL et al.,, 2010; VALENTE et al., 2011). A principal espécie causadora da
tuberculose bovina € Mycobacterium bovis (CORNER et al., 2012), no entanto, outras
espécies podem estar envolvidas como Mycobacterium caprae em algumas regides da
Europa (PRODINGER et al., 2005) e mais raramente Mycobacterium tuberculosis na
Africa (BERG et al., 2009) e india (THAKUR et al., 2012) e M. africanum na Asia
(RAHIM et al., 2007).

A importancia econdmica da tuberculose bovina é atribuida as perdas diretas
resultantes da diminuicdo da producéo de leite, do descarte precoce, eliminagdo de
animais de alto valor zootécnico e condenacdo de carcacas no abate (BRASIL, 2006).
Além disso, a presenca da tuberculose nos rebanhos torna os produtos provenientes da
pecuaria vulneraveis as barreiras sanitarias impostas pelo mercado internacional
(MICHEL et al., 2010; KORO et al., 2013).

A importancia zoongética da tuberculose bovina esta relacionada ao fato de que
M. bovis pode ser transmitido por via aerdgena ou orofaringea ao homem e provocar
enfermidade indistinguivel daquela causada por M. tuberculosis. A maioria dos casos
de tuberculose humana é decorrente de infeccédo por M. tuberculosis e um nimero bem
menor de casos sdo atribuidos a M. bovis. Mas a real incidéncia de M. bovis em
humanos pode ser subestimada (KANTOR et al., 2010).

N&o existe disponivel uma vacina eficaz para a tuberculose bovina e o controle e
erradicacdo da doenca consiste no diagnéstico e abate de animais infectados (OIE,
2013). A definicdo do estado de infecgdo desses bovinos € estabelecida principalmente
com base nos resultados de teste de imunidade celular in vivo, mais especificamente o
teste intradérmico (COCKLE et al., 2006). Nesse teste, uma resposta imune mediada
por células é desencadeada apenas em animais infectados, apds a inoculagédo

intradérmica de extrato de M. bovis, denominado derivado proteico purificado (PPD)
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(MONAGHAN et al., 1994). O teste de tuberculinizagcdo pode ser realizado na prega
caudal (recomendado apenas para bovinos de corte), ou na regido cervical. Este ultimo
pode ser simples, ou seja, realizado apenas com PPD de M. bovis ou comparativo,
realizado simultaneamente com PPD de M. bovis e PPD de M. avium (BRASIL, 2006).

No Brasil, de acordo com o Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), instituido pelo Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o teste de tuberculinizacéo cervical simples (TCS)
deve ser utilizado como teste de triagem. Uma vez definidos os animais positivos, estes
podem ser submetidos ao teste de tuberculinizagdo cervical comparativa (TCC) para
confirmar os resultados positivos e excluir possiveis reacdes cruzadas com espécies de

micobactérias ndo tuberculosas (BRASIL, 2006).

Embora seja o teste oficial para auxiliar no controle da tuberculose bovina em
diversos paises (OIE, 2013), o teste intradérmico com PPD tem apresentado alguns
problemas, principalmente relacionados a especificidade e sensibilidade (MENIN et al.,
2013). A especificidade é reduzida devido a sensibilizacdo dos bovinos com cepas de
micobactérias ambientais ou infeccdo com M. avium subs. paratuberculosis (XIN et al.,
2013). O extrato bacteriano (PPD) é uma mistura complexa de proteinas, lipideos,
acucares e acidos nucléicos, sendo muitos desses componentes inclusive,
compartilhados por inUmeras espécies de micobactérias (tuberculosas ou néo). Essa
complexidade antigénica €, provavelmente, a principal causa da ocorréncia de reacdes
inespecificas nos testes de tuberculinizacdo (MONAGHAN et al., 1994). Além disso,
paises que ja atingiram certo nivel de controle da enfermidade, reduzindo a prevaléncia
da doenca, testes diagnosticos sensiveis e mais especificos sdo necessarios para 0
avango na estratégia de controle em dire¢éo a erradicacédo (MENIN et al., 2013).

Visando solucionar esses problemas, varias pesquisas tém sido focadas em
antigenos especificos de M. bovis ou do CMT, para substituir o PPD no teste
intradérmico. Alguns desses antigenos tém proporcionado resultados animadores,

como ESAT-6 e CFP10, que séao fortes estimuladores da producéo de interferon gama
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(IFN-y), principal citocina da resposta imune celular estabelecida durante a infec¢ao por
micobactérias (MUSTAFA et al., 2002; PALMER; WATERS, 2006).

O wuso dessas proteinas no diagndstico tem apresentado relevancia
principalmente por terem demonstrado capacidade em distinguir infec¢cdo por M. bovis
de infeccédo por M. avium (WATERS et al., 2004; AAGAARD et al., 2010; XIN et al.,
2013), além de diferenciar entre bovinos infectados naturalmente com M. bovis de
bovinos vacinados contra paratuberculose e vacinados experimentalmente contra a
tuberculose utilizando o Bacilo de Calmette-Guérin (BCG) (BUDDLE et al., 2003;
WHELAN et al., 2010).

Com o sequenciamento do genoma de espécies de Mycobacterium, dentre os
quais M. bovis, M. tuberculosis e M. avium (GARNIER et al., 2003), inUmeros genes
codificadores de proteinas promissoras para o diagnostico da tuberculose bovina foram
identificadas (JONES et al., 2012; XIN et al., 2013).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O objetivo do presente estudo foi produzir proteinas recombinantes de
Mycobacterium bovis e avalia-las como antigenos em teste intradérmico em Cavia

porcellus e bovinos.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir proteinas recombinantes sollveis;

e Avaliar o desempenho das proteinas combinadas ou individualmente em teste
intradérmico;

e Verificar se as condi¢cOes de purificacao interferem no desempenho das proteinas

em teste intradérmico;
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e Avaliar a viabilidade de utilizacdo de modelo experimental para a tuberculose

bovina utilizando animais sensibilizados com cepa inativada;

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Importancia econdmica

A tuberculose bovina ja foi erradicada de diversos paises desenvolvidos nos
quais programas de controle foram estabelecidos (MICHEL et al., 2010), mas ainda é
comum em paises em desenvolvimento, onde causa significativas perdas econémicas
(KORO et al., 2013) estimadas para a agricultura mundial em trés bilhdes de ddlares
anuais (GARNIER et al., 2003).

A doenca nos bovinos pode acarretar um aumento do intervalo entre os partos e
a producdo de crias debilitadas, gerar uma necessidade maior de substituicdo dos
animais no rebanho e diminuir o valor comercial dos produtos provindos de fazendas
onde a tuberculose foi identificada (ABRAHAO et al., 2005).

O Brasil abateu no ultimo ano 40,4 milh6es de cabecas de gado, chegando a
exportar cerca de 20% da producéo nacional de carne (ABIEC, 2013) e representa junto
com a Argentina, o maior exportador de carne da América Latina (KANTOR et al.,
2010). Diante deste cenario, a presenca da tuberculose nos rebanhos torna os produtos
oriundos da pecuaria vulneraveis as barreiras sanitarias impostas pelo mercado
internacional (MICHEL et al., 2010; KORO et al.,, 2013). Como a RuUssia, maior
importadora de carne in natura do Brasil (29%) no primeiro trimestre de 2013 (IBGE,
2013) que estabeleceu como requisito para a importacdo que a carne e seus produtos

sejam livres de doenga como a tuberculose (ABIEC, 2013).

A cronicidade da doenca (POLLOCK; NEILL, 2002), aliada a reduzida
mortalidade dos animais, colabora para a baixa percepc¢ao dos pecuaristas quanto aos
prejuizos que a tuberculose bovina € capaz de gerar. No entanto, ela é responsavel por

deteriorar a capacidade produtiva e reprodutiva dos animais (VALENTE et al., 2011).
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3.2 Agente etioldgico

As bactérias causadoras de tuberculose em animais e no homem pertencem a
Classe Actinobacteria, Ordem Actinomycetales, Familia Mycobacteriaceae e Género
Mycobacterium que é composto por dois grandes complexos, denominados complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT), que compreende as espécies M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum, M. microti, M. canettii (NIEMANN et al.,, 2000), M. pinnipedii
(COUSINS et al., 2003), M. caprae (ARANAZ et al., 2003) e M. mungi (ALEXANDER et
al., 2010) e a subespécie M. orygis (VAN INGEN et al., 2012), e complexo M. avium-
intracellulare (MAC), formado por cepas ndo tuberculosas, no qual existem duas
espécies M. avium e M. intracellulare, sendo que a primeira é subdividida em quatro
subespécies, M. avium avium, M. avium paratuberculosis, M. avium silvaticum e M.

avium hominissuis (BIET et al., 2005).

Apesar de as micobactérias do complexo MAC néo serem virulentas para o0s
bovinos, com excecdo de M. avium paratuberculosis que causa a gastroenterite cronica
de ruminantes, conhecida como doenca de Johne’s (FACCIUOLO et al., 2013), as
espécies desse complexo sdo de grande importancia, pois causam reacdes
inespecificas no teste intradérmico, o que dificulta o diagndstico da tuberculose bovina
(MONAGHAN et al., 1994; POLLOCK et al., 2005; AAGAARD et al., 2010).

A principal cepa infectante para os bovinos é M. bovis e € a mais virulenta entre
as espécies do complexo M. tuberculosis. Apresenta uma das maiores gamas de
hospedeiros conhecidos, sendo capaz de infectar muitas espécies de mamiferos,
incluindo o homem (O’'REILLY; DABORN, 1995) e os bovinos expostos a esse
organismo podem desenvolver doenca cronica (POLLOCK; NEILL, 2002).

Mycobacterium bovis e M. tuberculosis sdo as espécies mais fortemente
relacionadas geneticamente, com homologia de 99,95%, mostrando colinearidade e
nenhuma evidéncia de grandes translocacdes, duplicacdes ou inversdes (GARNIER et

al., 2003). As principais diferencas entre elas correspondem as dele¢cfes ocorridas no
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genoma de M. bovis e a polimorfismos nucleotidicos Unicos em genes que codificam
para proteinas secretadas e de parede celular (ABALOS; RETAMAL, 2004).

As micobactérias, em geral, sdo caracterizadas por serem bacilos imdéveis, ndo
esporulados, ndo encapsulados, ndo produtores de toxina, microaerdéfilos, medindo de 1
a 100 ym de comprimento por 0,2 a 0,6 ym de largura. Apresentam a propriedade
morfotintorial de bacilo alcool-acido resistente (BAAR), devido a capacidade de formar
complexos com os derivados de trifenilmetano, resistindo a acdo do alcool-acido
(CORNER, 1994). Mycobacterium bovis € resistente a acdo de agentes quimicos, mas
sensivel a acdo de agentes fisicos, como a radiacdo ultravioleta e o calor (POLLOCK;
NEILL, 2002). Sao espécies dependentes da oferta de oxigénio e exigentes quanto ao
suprimento de nutrientes (GRANGE et al., 1996; CORNER et al., 2012).

Uma caracteristica dos membros desse género é a baixa permeabilidade da
parede celular, com alta proporcéo de lipideos complexos que sao organizados em trés
compartimentos superpostos, a membrana citoplasmatica, uma camada intermediaria e
a capsula. Os componentes do envoltorio celular incluem &cidos micdlicos,
arabinogalactanos, lipoproteinas, lipomananos, lipoarabinomananos e glicolipideos,
responsaveis pela primeira interacdo entre o bacilo e a célula hospedeira (SANI et al.,
2010; BANERJEE et al., 2011; PIRSON et al., 2012). As micobactérias séao
classificadas como bactérias Gram-positivas, apesar de possuirem envelope rico em

lipideos semelhante as bactérias Gram-negativas (SANI et al., 2010).

Esse elevado conteudo lipidico da parede celular das micobactérias, que pode
atingir até 40% do peso seco das células, é responsavel por importantes efeitos
biolégicos no hospedeiro, como a inducdo da formacdo de granuloma, atividade
adjuvante, capacidade de sobrevivéncia dentro da célula do hospedeiro, patogenicidade
(POLLOCK; NEILL, 2002), resisténcia a colora¢des laboratoriais simples e a antibiéticos
comuns (KAUFMAN; ANDERSEN, 1998).
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3.3 Transmissao

A infeccdo por M. bovis é influenciada por diversos fatores, tais como idade, meio
ambiente, praticas de manejo adotadas (NEILL et al., 1994), condi¢cdes imunoldgicas,
resisténcia genética e transporte (HUMBLET et al., 2009). A via de transmissdo mais
comum e mais importante é a aerogena (O’'REILLY; DABORN, 1995), correspondendo
a cerca de 90% das infec¢des (NEILL et al., 1994).

Os animais infectados s&o a principal fonte de infeccdo, pois sdo capazes de
transmitir a doenga a outros animais, antes mesmo do desenvolvimento de lesdes
teciduais (ROXO, 1997) e com o avanco da doenca esse potencial de transmissao
aumenta (KHATRI et al., 2012). A capacidade que um animal infectado tem de
transmitir a micobactéria para outro depende da geracdo de aerosol, do nimero de
bacilos excretados e da densidade do rebanho (POLLOCK et al., 2006).

Além da disseminacdo pela respiracdo, o bacilo pode ser eliminado pela
secrecdo nasal, leite, fezes, urina, secrecdo vaginal e uterina e também pelo sémen
(RUGGIERO et al., 2007). Apesar da transmissao congénita e por contato com 6érgéaos

genitais ocorrer, elas sédo raras (NEILL et al., 1994).

A via orofaringea pode ser considerada como 0 meio secundario mais comum de
infeccdo, sendo o principal meio de contaminacdo para bezerros jovens que se
alimentam de leite materno contaminado por M. bovis proveniente de vacas
tuberculosas (NEILL et al., 1994).

Estudos tém demonstrado que a forma de criacdo, intensiva ou extensiva e a
raca dos animais destacam-se como 0s principais fatores de risco para o0 aumento da
prevaléncia e da suscetibilidade dos bovinos a tuberculose (AMENI et al., 2006; AMENI
et al., 2007). Ha indicacdes de que bovinos Bos indicus (Zebu) sejam mais resistentes a
tuberculose do que Bos taurus (Europeu) (FIRDESSA et al., 2012). E a aglomeracgao
dos animais em estdbulos e a inadequacdo das instalagbes zootécnicas contribuem
para ampliar a sobrevivéncia de M. bovis no ambiente e propicia 0 contato estreito e

frequente entre os animais infectados e suscetiveis, 0 que facilita a propagacdo da
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enfermidade com maior eficiéncia (BRASIL, 2006). Somado a isso, a transmissao pela
via respiratoria é facilitada pelo substancial movimento dos rebanhos dentro da
propriedade, entre as propriedades e por meio de eventos agropecuarios (JORGE et

al., 2004a).

Mycobacterium bovis pode ainda ser transmitido dos bovinos para o homem,
principalmente por meio do consumo de leite ndo pasteurizado e por aerossol devido ao
contato proximo dos animais infectados com veterinarios, ordenhadores, produtores
rurais e trabalhadores de matadouros e frigorificos (AMENI et al., 2006; MICHEL et al.,
2010; TORRES-GONZALEZ et al., 2013). Esse carater ocupacional caracteriza a
tuberculose bovina como uma importante zoonose, apresentando maior relevancia a

salde publica nos paises em desenvolvimento (ROXO et al., 1997).

3.4 Imunopatogenia

A manifestacdo da tuberculose € influenciada pela resposta imune individual. Na
maioria das vezes, em razdo do predominio dessa resposta, o bacilo pode coexistir com
o hospedeiro na forma de uma infeccao latente, que em condi¢cdes imunossupressivas
pode ser reativada, causando o aparecimento de tuberculose ativa (RUGGIERO et al.,
2007) ou a micobactéria pode ser morta e eliminada do hospedeiro a partir do primeiro

contato com os macréfagos (WELSH et al., 2005).

No inicio da infeccdo por M. bovis, os bacilos séo fagocitados pelos macréfagos,
gue subsequentemente interagem com outras células envolvidas nas respostas imunes
inata e adquirida nos tecidos ou linfonodos dos bovinos (POLLOCK; NEILL, 2002). E
produzida predominantemente uma resposta imune mediada por células, com pouca ou
nenhuma producdo de anticorpos e, com 0 progresso da doenca essa producdo é
iniciada ou aumentada. Assim, existe uma correlacao inversa entre o curso da resposta
imune celular e humoral e o avanco da doenca (RITACCO et al., 1991). A imunidade
celular ocorre a partir da fagocitose e processamento de M. bovis pelos macrofagos,
células dendriticas ou células de Langerhans, seguido pela apresentacdo desses

antigenos associados as moléculas do complexo de histocompatibilidade principal
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classe Il (MHC ll), aos linfécitos T que expressam co-receptores CD4 (NEILL et al.,
1994). Essa interagdo resulta no estabelecimento de resposta imunolégica do tipo Thl
(POLLOCK et al., 2006), caracterizada pela produgéo de IFN-y, interleucina 12 (IL-12) e
fator de necrose tumoral (TNF), que é considerada a principal via de recrutamento de
outros macrofagos, linfocitos e fibroblastos (POLLOCK et al., 2001). Nessa resposta 0s
linfécitos T CD4 correspondem a populacdo de células dominantes na producao de INF-
Y, enquanto que os linfocitos T CD8 sao envolvidos na lise das células infectadas
(LIEBANA et al., 2000).

A funcao dos macrofagos apos a infeccdo pelas micobactérias € essencialmente
dependente do fendtipo da célula T ativada, e essa ativacdo é determinada pela
sinalizacdo dos receptores de reconhecimento padrdo (PRR), que estimulam a
producdo de IFN-y ap0s a interacdo com os lipideos micobacterianos (ANDRADE et al.,

2012), essencialmente com a fracao lipidica polar (PIRSON et al., 2012).

A resposta imune humoral durante a tuberculose bovina € caracterizada pelo
reconhecimento antigénico altamente heterogéneo, devido as variagbes que ocorrem
na producdo de proteinas micobacterianas, que sdo expressas em diferentes estagios
da doenca em um mesmo hospedeiro, ou seja, ocorre uma mudanca no padrdo de
imunodominancia dos antigenos (LYASHCHENKO et al., 1998).

ApoOs a infeccdo por M. bovis, os oOrgdos e tecidos afetados pelas lesdes
primarias dependem da via de transmisséo e da rota de disseminacédo de M. bovis para
outros 6rgaos (MICHEL el al.,, 2010; MENIN et al., 2013). Se a infec¢do for por via
respiratéria, por meio dos aerossois, 0 pulmao € o primeiro 6rgao atingido, assim como
os linfonodos toracicos e craniais. Se for via sistema digestorio a lesdo se desenvolve
primeiramente nos linfonodos faringeos e mesentéricos, podendo atingir praticamente

todos os 0rgdos com a evolugéo e generalizacdo da doenca (ROXO, 1997).

As lesbes primarias aparecem geralmente de 7 a 11 dias apoés a infeccéo e séao
pequenas, de cor amarelo pélida e com o nucleo caseoso, sendo visualizadas

microscopicamente células gigantes contendo BAAR e debris de neutréfilos (POLLOCK
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et al., 2006). Em muitos casos, as lesdes podem ser confluentes tomando todo o
parénquima pulmonar e formar lesGes cavitarias, com expectoragdo de material
bacilifero (ROXO, 1997). Conforme essas lesfes progridem, ocorre o desenvolvimento
de necrose consistindo de neutrdéfilos, macréfagos e linfécitos, além de mineralizacéo e
fibrose (POLLOCK et al., 2006).

3.5 Diagnaostico

Varios métodos estdo disponiveis e consistem em avanc¢os para o diagnéstico e
controle da tuberculose bovina. Entre estes encontram-se 0s ensaios ante mortem
como o exame clinico, o teste intradérmico, o ensaio celular baseado na quantificacédo
de IFN-y e os testes soroldgicos, e 0s ensaios post mortem, como o diagndstico de
lesbes macroscopicas, 0 exame microscopico da lesdo, isolamento em cultivo,

caracterizacao bioquimica e os métodos moleculares (OIE, 2013).

O principal problema no diagnéstico da tuberculose bovina é o longo tempo
necessario para obter um diagndstico definitivo, que € o isolamento e a identificacdo
bioquimica de M. bovis (STEWART et al., 2012). Além dos problemas relativos a
especificidade e sensibilidade que resultam em reacdes falso-positivas devido a
existéncia de infeccdo cruzada com M. avium e micobactérias ambientais que
compartilham antigenos, principalmente em situacdes epidemiolégicas de baixa
prevaléncia. Ha ainda reacfes falso-negativas inerentes ao estado de anergia dos
animais (RIVERA et al., 2009; ALVAREZ et al., 2012). Este cenario dificulta a tomada
de decisdo para a aplicacdo de medidas sanitarias com o intuito de controle e

erradicacao dessa enfermidade.

Como néo existe um método ante ou post mortem com eficicia absoluta, ou seja,
capaz de detectar todos os animais infectados com M. bovis, recomenda-se que mais
de um método seja utilizado para o diagndstico e que os resultados laboratoriais sejam
interpretados em conjunto com os achados clinicos e de acordo com cada situagéo
epidemiologica (BRASIL, 2006; DE LA RUA DOMENECH et al., 2006; RUGGIERO et
al., 2007). Uma estratégia indicada também é aplicar métodos que permitam identificar
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a resposta imune celular e humoral e o resultado confirmado por isolamento e
identificag8o por meio de provas bioquimicas ou pela Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), uma vez que os animais de um mesmo rebanho podem estar em diferentes
estagios da infeccdo. Assim, métodos confirmatorios podem garantir a confiabilidade do
diagnostico (FRAGUAS et al., 2008; MARASSI et al., 2013).

Um dos desafios para os paises em desenvolvimento € a disponibilizacdo de
metodologia que assegure a distincdo entre M. bovis e M. tuberculosis, para o
acompanhamento da transmissdo de M. bovis para humanos e para a elaboracao de
uma andlise fiel da situacdo epidemioldgica da tuberculose zoondtica em diversas
regides, principalmente naquelas aonde a doenca é endémica e a tuberculose bovina e
humana coexistem (RUGGIERO et al., 2007).

3.5.1 Ensaios ante mortem

3.5.1.1 Exame clinico

Os sinais clinicos em bovinos com tuberculose séo limitados e dificultam o
diagnéstico presuntivo. Embora as lesdes possam envolver varios 6rgaos da cavidade
toracica e abdominal, o animal pode ndo mostrar evidéncias da doenca no estagio
terminal (THOEN et al., 2009; RUGGIERO et al., 2007), o que caracteriza a infeccéo
subclinica. Quando presentes, 0s sinais clinicos podem incluir fraqueza, anorexia,
dispnéia, emagrecimento, aumento de ganglios linfaticos e tosse, porém nao sao

patognomonicos (OIE, 2013).

Também deve ser levada em consideragdo a existéncia de um tempo entre a
infecc@o priméria, o desenvolvimento de uma resposta imunolégica e o aparecimento
dos sinais clinicos (MENIN et al., 2013). Além disso, a manifestacdo da doenca é
influenciada pela resposta imune individual e o bacilo pode coexistir com o hospedeiro
na forma de uma infeccédo latente, que em condi¢des imunossupressivas pode ser
reativada (RUGGIERO et al., 2007).
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Em estudo com bovinos naturalmente infectados, positivos em teste
intradérmico, Menin et al. (2013) observaram que 92,3% dos animais avaliados néo
apresentavam sinais clinicos sugestivos de infeccdo por micobactérias. No entanto, na
avaliacdo post mortem, 95,2% desses bovinos apresentavam lesfes visiveis graves
associadas a tuberculose. Isto significa que esses animais assintomaticos e sem
evidéncia de lesbes desempenham papel importante na transmissdo da bactéria e
manutencdo da doenca, devido a dificuldade de serem diagnosticados e eliminados do

rebanho.

3.5.1.2 Testeintradérmico

O teste intradérmico € o método padréo para a deteccao da tuberculose bovina
(OIE, 2013). Consiste na injecdo intradérmica de PPD e avaliacdo de uma reagéo de
hipersensibilidade tardia, deflagrada a partir da interacdo entre células T CD4
previamente sensibilizadas e os antigenos (PPD) apresentados por macréfagos
associados as moléculas do MHC Il (MONAGHAN et al., 1994; POLLOCK et al., 2006),
que € caracterizada por uma reacao inflamatéria intensa, edema discreto, infiltracdo de
grande quantidade de células mononucleares no tecido e que atinge a intensidade
maxima 72 horas apoés a inoculacédo (POLLOCK et al., 2005).

Existem dois antigenos utilizados para desencadear as reacdes de
hipersensibilidade: o PPD bovino, proveniente de M. bovis cepa AN5, e aviario oriundo
de M. avium cepa D4 (BRASIL, 2006). O PPD ¢é preparado a partir de micobactérias
cultivadas em meio liquido sintético, tratadas pelo calor de vapor de fluxo livre, filtrada,
concentrada por precipitacdo, lavada e dissolvida em uma preparacédo estéril isenta de
micobactérias intactas, consistindo em uma mistura de proteinas ndo definidas,
juntamente com lipidios, acucares, acidos nucléicos e uma grande variedade de
antigenos que sao comuns em Varias espécies de micobactérias (MONAGHAN et al.,
1994).

A Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE) estabelece no Codigo Sanitario

Internacional que a poténcia do PPD produzido deva ser estimada por métodos
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biolégicos, com base na comparacdo a um PPD padrdo e expressa em Unidades
Internacionais (Ul). Na maioria dos paises, a poténcia estimada considerada aceitavel
para o PPD bovino € de 2000 Ul. Sendo que em bovinos com diminuicdo da
sensibilidade alérgica ou em campanhas de erradicacdo sdo recomendadas doses de
até 5000 Ul (OIE, 2013). Esse teste de poténcia antigénica do PPD é realizado em
modelos animais da espécie Cavia porcellus (MORRISON et al., 2000; OIE, 2013), por
apresentarem respostas imunoldgicas semelhantes as observadas nos bovinos, antes
da partida de antigeno ser liberada para o uso (MEIKLE et al., 2011). O PPD bovino
produzido no Brasil contém 1 mg de proteina por ml (32.500 Ul) e é recomendada a
aplicacdo de 100 ug (3320 Ul) e o PPD aviario contém 0,5 mg de proteina por ml
(25.000 UI), aplicado na concentracédo de 50 ug (2500 Ul) (BRASIL, 2006).

O PPD pode ser aplicado basicamente de duas formas para a realizacéo do teste
cutaneo nos animais, no teste cervical simples (TCS) em que se utiliza como antigeno o
PPD bovino, e no teste cervical comparativo (TCC) que emprega o PPD bovino em
comparacao ao PPD aviario (MONAGHAN et al., 1994). Além desses métodos existe
ainda o teste da prega caudal (TPC), que é indicado para triagem ou monitoramento de
rotina apenas em gado de corte, aplicando-se o PPD bovino na base da cauda do

animal na juncéo da pele pilosa e da pele glaba (BRASIL, 2006).

No TCS, o PPD bovino é inoculado por via intradérmica no terco médio da regido
cervical ou na regido escapular, em local anteriormente demarcado por tricotomia
(BRASIL, 2006). Antes e 72 horas apds a inoculacdo é realizada a medida da
espessura da dobra da pele com a utilizagdo de um cutimetro, para verificar a presenca
de reacdo ao PPD de M. bovis caracterizado pela enduracdo ou inchaco da pele (OIE,
2013), determinado pelo infiltrado de células mononucleares e formacdo de edema
(NEILL et al., 1994).

O aumento da espessura da dobra da pele é calculado subtraindo-se da medida
da dobra da pele 72 horas ap0s a inoculagédo, a medida tomada no dia da inoculacao
para o PPD bovino e os resultados obtidos no TCS séao interpretados (TABELA 1) de
acordo com o estabelecido no Regulamento Técnico do PNCEBT (BRASIL, 2006).
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Os animais reagentes inconclusivos, podem a critério do médico veterinério
habilitado, serem submetidos a um teste confirmatério, em um intervalo de 60 a 90 dias
ou serem considerados positivos e destinados ao abate sanitario em estabelecimento

com inspecao sanitaria oficial junto aos animais positivos (BRASIL, 2006).

Tabela 1. Interpretacdo do Teste Cervical Simples em bovinos.

Caracteristicas da reacao

AB (mm) Sensibilidade Consisténcia Outras Interpretacao
0,0a1,9 - - - Negativo
2,0a3,9 Pouca dor Endurecida Delimitada Inconclusivo
2,0a3,9 Muita dor Macia Exsudato, necrose Positivo
240 - - - Positivo

Fonte: BRASIL, 2006.

No TCC, as inje¢cbes de PPD de M. bovis e de M. avium sao feitas no tergo
médio do pescoco, antecedidas também de uma primeira mensuracdo da pele e a
leitura do resultado realizada ap6s 72 horas, com nova mensuracdo da pele para a
verificacdo da presenca de enduracdo (MONAGHAN et al., 1994). A interpretacdo do
TCC (TABELA 2) segue o estabelecido no Regulamento Técnico do PNCEBT (BRASIL,
2006).

O TCC é o teste confirmatério utilizado em animais reagentes (positivos e
inconclusivos) ao TCS ou TPC. E também recomendado como teste de rotina para
estabelecimentos de criagdo com ocorréncia de reacdes inespecificas e
estabelecimentos certificados como livres, visando garantir boa especificidade
diagnostica (BRASIL, 2006). Além de contribuir para diferenciar animais infectados com

M. bovis daqueles expostos a micobactérias ndo-tuberculosas (SCHILLER et al., 2010).
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Tabela 2. Interpretacdo do Teste Cervical Comparativo em bovinos.

AB - AA (mm) Interpretacao
AB<2,0 - Negativo
AB < AA <0 Negativo
AB = AA 0,0a1,9 Negativo
AB > AA 20a39 Inconclusivo
AB > AA 24,0 Positivo

Fonte: BRASIL, 2006.

Devido a complexidade do PPD bovino, a sensibilidade e a especificidade do teste
intradérmico podem variar de lote para lote do PPD (AAGAARD et al., 2010). Além
disso, esse teste pode ocasionar resultados falso-negativos quando realizado em
animais em final da gestacdo ou pds-parto, com desnutricdo, imunossupressao
causada pelo uso inadequado de drogas e devido ao fendmeno da anergia (RIVERA et
al., 2009; ALVAREZ et al., 2012). A anergia € caracterizada pela auséncia de
reatividade cutdnea ao PPD bovino em individuos previamente sensibilizados,
principalmente quando se tém infeccbes avancadas por M. bovis, (ROXO, 1997),
estresse associado ao transporte e repeticdo do teste cutaneo (DE LA RUA
DOMENECH et al., 2006).

No caso especifico da realizacdo de uma nova tuberculinizacdo, o animal fica
com a capacidade diminuida de responder ao novo teste, ou seja, dessensibilizado e sé
recobra essa capacidade apds um periodo de pelo menos 60 dias (ROXO, 1997), por
isso 0 prazo de 60 a 90 dias para re-teste estabelecido pela Instrucdo Normativa SDA
n° 06, de 08 de janeiro de 2004, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (BRASIL, 2006). Apesar disso, Coad et al. (2010) observaram que ap0s quatro
sucessivos TCCs com intervalo de 60 dias entre os testes, os animais demonstraram
uma progressiva e significativa diminuicdo da magnitude da resposta entre os testes
consecutivos, mas somente em relacdo ao PPD bovino e concluiram ainda que, essa

dessensibilizacdo esta diretamente relacionada a repeticdo do teste e progressdo da
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doenca que resulta na diminuicdo da resposta imune mediada por célula e ndo em

consequéncia da severidade patolégica da tuberculose.

VariacOes inerentes ao teste, tais como dose, conservacdo e o préprio PPD
utilizado, somadas as possiveis variacdes na execucdo, leitura e interpretacdo do teste,
também podem contribuir para o aumento de resultados falso-negativos (MONAGHAN
et al., 1994).

Os animais sensibilizados com cepas de micobactérias ambientais podem reagir
positivamente ao PPD bovino devido a presenca de antigenos comuns nas cepas
virulentas e nao-virulentas (POLLOCK et al., 2005; XIN et al., 2013). Essas reacdes
falso-positivas estdo relacionadas principalmente com a utilizacdo do PPD bovino que
limita a especificidade do teste (AAGAARD et al., 2010).

Nesse sentido, novos antigenos especificos de M. bovis tém sido testados de
diversas formas, purificados, sintéticos, peptideos e proteinas individuais ou em
coquetel, visando potencializar a antigenicidade e especificidade dos antigenos
utilizados no diagndéstico da tuberculose bovina (VORDERMEIER et al., 2001; COCKLE
et al., 2006; WHELAN et al., 2010; CASAL et al., 2012). Alguns antigenos promissores
tém sido identificados, como ESAT-6 e CFP10 principalmente (FLORES-VILLALVA et
al., 2012; XIN et al., 2013) além de outros antigenos como MPB70, MPB83 (WHELAN
et al., 2010), Rv3615c (WHELAN et al., 2010; CASAL et al., 2012), RV3872, MPT63 e
TB10.4 (XIN et al., 2013).

3.5.1.3 Quantificacdo de interferon gama (IFN-y)

O teste de detecgédo de IFN-y avalia a produgao dessa citocina em respostas
linfoproliferativas especificas contra PPD de M. bovis, mediante a incubacdo de sangue
de bovinos suspeitos, estimulados com os PPDs bovino e aviario (como controle da
especificidade) durante 12 horas, entre 37 e 39°C, seguido da utilizacdo do plasma para
a execucao de ELISA de captura de antigeno, com anticorpo monoclonal anti-IFN-y

para a mensuracdo dos niveis da citocina. Esse ensaio € baseado no fato de que os
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animais infectados produzem linfécitos T de memoaria, os quais respondem rapidamente
a estimulacgéo in vitro com PPD, produzindo elevados niveis de IFN-y (WOOD; JONES,
2001).

A quantificacdo relativa de IFN-y € calculada pela subtracdo do valor de
densidade optica (DO) encontrada com o PPD aviario, do valor de DO obtida com o
PPD bovino e a interpretacdo dos resultados varia, sendo baseados normalmente no
nivel de exposigcéo as micobactérias ambientais e ao nivel de prevaléncia da doenca na
regido avaliada (SCHILLER et al., 2010).

O ensaio de dosagem de IFN-y tem sido usado para o diagnostico da tuberculose
bovina e aplicado principalmente no estagio inicial da infeccdo que € dominada por
resposta imune celular (POLLOCK; NEILL, 2002), e em regides de alta prevaléncia da
tuberculose bovina (ALVAREZ et al., 2012). E também utilizado como ferramenta de
triagem do rebanho para definir o status da doenca em situacbes epidemioldgicas
especificas e principalmente para complementar o diagndéstico de animais negativos ou
inconclusivos no TCC (STRAIN et al., 2011).

O teste de IFN-y apresenta algumas vantagens em relagcédo ao teste tuberculinico,
como a possibilidade de repeticdo do ensaio quando necessario, sem aguardar um
longo intervalo de tempo, pois ndo altera o estado imunoldgico do animal (RIVERA et
al., 2009), e apresenta grande acuracia na leitura dos resultados, por ser automatizada
(OIE, 2013). Ademais, a metodologia e a interpretacdo do teste podem ser

completamente padronizadas entre os diferentes laboratorios (KANTOR et al., 2008).

A capacidade de producgao de IFN-y por bovinos submetidos a sucessivos testes
intradérmicos pode ndo ser influenciada (RAGEN et al., 2009; COAD et al., 2010),
ressaltando mais uma vez, o potencial desse teste como complementacdo ao teste
alérgico (OIE, 2013). Porém, essa informagéo é contraditoria (SCHILLER et al., 2010) e
resultados em que a producdo de IFN-y é diminuida também tém sido relatados
(PALMER; WATERS et al., 2006).
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O emprego do teste de IFN-y ainda oferece algumas restricées, como o elevado
custo dos kits comerciais, a necessidade de um tempo restrito para 0 processamento
das amostras de sangue e a execucdo do teste e, além disso, a possibilidade da
ocorréncia de resultados falso-positivos, devido as reac¢des cruzadas com micobactérias
ambientais (KANTOR; RITACCO, 1994). A estimulagéo de linfocito T com PPD aviario e
quantificacdo do IFN-y produzido, que é realizado em paralelo com o PPD bovino,

colabora para reduzir a incidéncia desses resultados (JORGE et al., 2004b).

Para superar as limitacdes existentes, importante atencdo tem sido dada aos
antigenos de M. bovis no teste de dosagem de IFN-y para o diagnéstico da tuberculose
bovina, sendo empregados em substituicio ao PPD bovino, dentre os quais se
destacam as proteinas ESAT-6 e CFP10 (VORDERMEIER et al., 2001; MUSTAFA et
al., 2006; AAGAARD et al., 2010; VUTLA et al.,, 2011). As proteinas PE5, PE13 e
TB10.4 podem ainda suplementar o potencial de ESAT-6 e CFP10 para o diagndstico
(AAGAARD et al., 2006).

3.5.1.4 Ensaios soroldgicos

Alguns testes sorologicos baseados na deteccdo de anticorpos provenientes da
resposta imune humoral contra M. bovis tém sido desenvolvidos (OIE, 2013), dentre os
quais o ensaio de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA) tem demonstrado grande
potencial, pois permite o processamento de um grande nimero de amostras em curto
espaco de tempo e possui leitura dos resultados automatizada o que torna a
interpretacdo dos resultados mais objetiva (SOARES, 2001).

Considerando a relagéo inversa entre a resposta imune mediada por células e
humoral contra M. bovis, o teste intradérmico e os testes sorolégicos buscam mensurar
respostas imunolégicas diferentes, que se desenvolvem em estagios distintos da
infeccdo (CHAPINAL et al., 2012). Os anticorpos sdo geralmente desenvolvidos em
estagios mais avancados da tuberculose e estdo relacionados com o0 progresso da
doenca (POLLOCK; NEILL, 2002), por isso 0s ensaios baseados em anticorpos

mostram-se Uteis como testes complementares aos ensaios baseados na resposta
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celular (RUGGIERO et al., 2007; OIE, 2013), ajudando a identificar os bovinos em
estagio avancado da doenca, com resultados falso-negativos em teste intradérmico e
quantificacdo de IFN-y, devido ao estado de anergia dos animais (STRAIN et al., 2011,
WHELAN et al., 2011).

Os testes sorologicos apresentam ainda alguns problemas quanto a
sensibilidade e especificidade, que variam em funcéo do estégio de infeccdo da doenca
em que o teste é aplicado, em funcdo dos antigenos empregados no ensaio (STRAIN et
al., 2011) e a ocorréncia de reacfes cruzadas com outras espécies de micobactérias
(MORRISON et al., 2000).

Nesse sentido, o desenvolvimento de um teste de sorodiagndéstico requer o
conhecimento detalhado do mecanismo imune humoral induzido pela infecgdo com M.
bovis em bovinos (POLLOCK et al., 2006) e a identificacdo dos principais antigenos
envolvidos na estimulagdo da producdo de anticorpos, pois se sabe que durante a
tuberculose bovina, multiplos antigenos sédo envolvidos e que o reconhecimento desses
varia de animal para animal e em funcéo do tempo de infec¢cdo (LYASHCHENKO et al.,
1998).

Existem vérios estudos para a identificacdo de antigenos de M. bovis,
preferencialmente reconhecidos pela resposta imune humoral de bovinos infectados,
que contenham epitopos de células B e apresentem potencial para o diagndéstico, como
ESAT-6, CFP10, MPB70 e MPB83, que apresentaram resultados promissores como
teste complementar ao teste intradérmico (LIU et al., 2007; WHELAN et al., 2011,
SOUZA et al., 2012). Além de constituir uma alternativa para a triagem de infec¢éo por
M. bovis nos bovinos, utilizando até mesmo soro coletado para outros estudos
epidemioldgicos, como para a brucelose, aumentando a cobertura diagnostica (SOUZA
et al., 2012).
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3.5.2 Ensaios post mortem

3.5.2.1 Exame macroscoépico

A triagem macroscoépica para o diagnostico da tuberculose bovina ocorre durante
a inspecao sanitaria post mortem em abatedouros-frigorificos e € realizada para buscar
lesBes suspeitas de tuberculose e encaminha-las para a confirmacao laboratorial por
teste histopatologico ou bacteriolégico (CORNER, 1994; FENTAHUM; LUKE, 2012). E
uma etapa critica, que apresenta certa dificuldade, pois muitos processos inflamatérios
granulomatosos apresentam caracteristicas morfolégicas semelhantes as descritas para
a tuberculose (ROXO, 1997). Mas pode ser um método de alta sensibilidade se uma
inspecdo visual for realizada de forma minuciosa durante o abate sanitario, 0 que
permite encontrar lesdes sugestivas em varios 6rgaos dos animais abatidos (FRAGUAS
et al., 2008).

Deve ser levado em consideracao que qualquer tecido do corpo pode ser afetado
pelas micobactérias, mas as lesées sdo mais observadas nos linfonodos brénquicos,
mediastinicos e retrofaringeos e nos pulmdes, intestino, figado, baco, pleura e peritonio,
sendo que o granuloma tuberculoso tem aparéncia geralmente amarelada e de
consisténcia caseosa, com centro seco, firme e coberto com uma cépsula conjuntiva

fibrosa, caseo-calcéria ou calcificada e ocasionalmente purulenta (OIE, 2013).

7

Esse granuloma tuberculoso € uma estrutura complexa formada como um
mecanismo de defesa do animal em resposta a persisténcia do estimulo
micobacteriano, com acumulo de células inflamatérias como as células gigantes
multinucleadas e linfécitos (WANGOO et al., 2005).

Muitas vezes, a avaliacdo macroscopica € a Unica medida empregada para o
diagnoéstico da enfermidade, o que pode incorrer em erros na sua deteccao, que por
sua vez, podem resultar em prejuizos econdmicos e sanitarios, comprometendo o
sucesso dos programas de vigilancia da tuberculose bovina (FURLANETTO et al.,

2012). Assim, a diminuicdo do tempo de realizagdo do exame de lesdes suspeitas,
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pode possibilitar acdes rapidas e adequadas para o controle da doenca no homem e
nos animais e auxilia na identificacdo dos fatores de risco, que desempenham

importante papel na epidemiologia da tuberculose (RUGGIERO et al., 2007).

Em alguns casos deve-se considerar que pode ocorrer uma correlagéo inversa
entre os achados patolégicos e a resposta ao teste tuberculinico, onde animais com
forte resposta ao PPD podem apresentar pouca ou nenhuma lesdo evidente
(FIRDESSA et al., 2012). Isso ndo quer dizer que se trata de reacao falso-positiva, pois
as lesdes podem estar em estégio inicial de evolucdo ou nao terem sido encontradas
(BRASIL, 2006).

3.5.2.2 Isolamento em cultura

Para um diagnéstico definitivo da tuberculose bovina € necessario o isolamento
por meio de cultivo e a identificacdo bioquimica do agente etiol6gico, a partir de

espécimes clinicos ou post mortem (OIE, 2013).

Mycobacterium bovis é uma bactéria que requer meios de cultura ricos em
nutrientes para o0 seu crescimento e isolamento e € recomendado que seja semeada
concomitantemente nos meios Lowenstein-Jensen e Stonebrink-Lesslie (MARCONDES,
2006). Isso se deve ao fato de que Léwenstein-Jensen contém glicerol e € usado para o
isolamento de M. tuberculosis. Porém algumas cepas de M. bovis ndo se desenvolvem
bem em meios contendo glicerol e por isso utiliza-se em paralelo o Stonebrink-Lesslie
gue possui como suprimento o piruvato e permite o crescimento de M. bovis (GRANGE
et al., 1996).

Apoés o isolamento do agente micobacteriano das lesbes de animais suspeitos, 0
diagnostico é definido a partir da identificagdo desse agente por meio de provas
bioquimicas, analise de grupos funcionais de acidos micélicos presentes na parede da
bactéria (JORGE et al., 2004b) e técnicas de biologia molecular, como a reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR) (ARAUJO et al., 2005).
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Os testes bioquimicos avaliam a atividade da nitratase, preferéncia ao oxigénio
(aerdbico ou micro-aerofilico) e a suscetibilidade a isoniazida e pirazinamida (GRANGE
et al., 1996). Ademais, algumas caracteristicas do cultivo podem ser levadas em
consideracdo para a identificacdo da espécie, como a temperatura e 0 tempo para o
crescimento, pigmentacéo da colonia e a observacgéo de fotorreatividade (JORGE et al.,
2004b). Contudo, a cultura apresenta aspectos que restringem 0 seu uso em larga
escala, pois requer grande quantidade de bacilos viaveis e longo tempo para o
crescimento bacteriano (RIVERA et al., 2009). O tempo necessario para confirmar a
presenca ou a auséncia de M. bovis em amostras clinicas em cultura é de 30 a 90 dias
(Brasil et al., 2006), e qualquer demora na confirmagdo desse resultado tem
consequéncias para os programas de controle. Além disso, o cultivo micobacteriano
pode acarretar um grande encargo financeiro aos programas de controle da tuberculose
bovina (STEWART et al., 2012).

Os membros do complexo M. tuberculosis, incluindo M. bovis, crescem
lentamente se comparado com os padrdes bacteriol6gicos gerais, requerendo um longo
tempo de incubacao, especialmente no isolamento primario (CORNER et al., 2012), que
varia em torno de 24 a 40 dias para o aparecimento das primeiras colonias
macroscopicamente visiveis (CORNER, 1994; MARCONDES et al., 2006). Assim,
apenas em uma pequena porcentagem de animais suspeitos ou positivos para a

enfermidade realiza-se o diagndstico definitivo (JORGE et al., 2004b).

Além disso, de acordo com Stewart et al. (2012), existem outros fatores que
prejudicam a confirmacdo do diagndéstico da tuberculose bovina por meio do cultivo de
M. bovis, como a dificuldade de selecdo precisa de tecidos infectados para a cultura,
uma vez que o animal pode apresentar lesbes visiveis, mas muitas vezes néo
apresenta evidéncia de lesédo, a natureza paucibacilar de M. bovis nos tecidos
selecionados e os procedimentos de descontaminacgédo, necessarios no cultivo, mas que
podem reduzir significativamente a viabilidade da bactéria, aléem de influenciarem a

sensibilidade do isolamento primario de M. bovis em amostras de tecidos.
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3.5.2.3 Exame histopatoldgico

O exame histopatolégico € um método de diagnostico complementar ao exame
macroscopico, realizado em amostras com lesGes presuntivas para a tuberculose
bovina (CORNER et al., 1994). Os fragmentos de lesdo devem ser colhidos com uma
espessura de pelo menos um centimetro de didmetro, em uma regido que envolva a
area de transicao entre o tecido lesado e o normal, fixados em formol a 10% e inseridos
em blocos de parafina. As amostras sdo entdo, cortadas com cerca de dois
micrdmetros, coradas pelo método de Ziehl-Neelsen e analisadas por microscopia
(CASSIDY et al., 1999).

Na avaliacdo microscopica os resultados da histopatologia sdo classificados
como positivo quando observado granuloma envolvido por capsula conjuntiva, presenca
de infiltrado inflamat6rio mononuclear constituido por macroéfagos e linfocitos, presenca
de células epitelidides e células gigantes do tipo Langerhans delimitando a area de
necrose de caseificacdo, que pode possuir em seu interior material amorfo basofilico
(CASSIDY et al.,, 1999). Pode ser considerado inconclusivo quando a leséo for
caracterizada por granuloma ndo encapsulado irregular, constituido de macréfagos,
mas nao de células gigantes multinucleadas do tipo Langerhans e necrose, consistente
com o estagio inicial (WANGOO et al., 2005) e negativo quando forem encontradas
caracteristicas ndo compativeis com granuloma tubercular, como infiltrado eosinofilico,
hiperplasia linfoide, presenca de coldnia bacteriana sem &rea necrética e tumor
(VARELLO et al., 2008).

Os granulomas podem ser classificados adicionalmente em categorias de acordo

com os estagios de desenvolvimento da lesé@o: | — lesdo inicial ou auséncia de lesao;
Il — granuloma sélido; Il — necrose minima e IV — necrose e mineralizacdo (WANGOO
et al.,, 2005), ou considerando o nivel de encapsulamento do granuloma: | — com
encapsulamento; Il — capsula fribrosa densa e Il — encapsulamento densamente fibroso

(MENIN et al., 2013).
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O teste histopatoldgico apresenta a vantagem de ser rapido e de baixo custo,
com resultados satisfatérios, principalmente em regides de alta prevaléncia da doenca,
contudo apresenta baixa sensibilidade e especificidade, sendo mais indicado para um
diagnoéstico presuntivo (CORNER et al., 1994; FURLANETTO et al., 2012). Mesmo
assim, a real etiologia e prevaléncia das lesbes granulomatosas encontradas durante
um exame macroscopico deve tentar ser determinada, por representarem motivo de
condenacéo desnecessaria de carcacas e induzirem ao erro de diagndstico (FRAGUAS
et al., 2008).

3.5.2.4 Diagnostico molecular

As técnicas moleculares, como a PCR, representam um avan¢o no diagndstico
rapido da tuberculose bovina e tém sido de grande valia em estudos epidemiolégicos,
pois permitem a elucidacé@o de casos, principalmente em &reas onde animais silvestres
estdo envolvidos (JORGE et al., 2004b). Além disso, os dados epidemioldgicos gerados
contribuem para melhorar as estratégias de controle e erradicacdo da tuberculose
bovina (ROCHA et al., 2013).

A PCR é uma técnica que permite identificar a presenca de sequéncias
especificas de DNA micobacteriano, a partir de amostras clinicas sugestivas de
tuberculose ou micobactéria isolada em meio de cultura seletivo e por isso contribui
para a identificacdo da espécie de micobactéria, substituindo a caracterizacdo
bioquimica e também porque pode ser facilmente padronizado e pode detectar baixas
guantidades de DNA (STRAIN et al., 2011).

Apoés a realizacdo da PCR, podem ser realizados subsequentemente alguns
métodos moleculares para a genotipagem e triagem preliminar dos membros do CMT
(STRAIN et al., 2011; ROCHA et al, 2013), como o spoligotyping (spacer
oligonucleotide typing) que é a técnica de epidemiologia molecular mais comumente
aplicada para esse fim, podendo ser associada ao MIRU (mycobacterial interspersed

repetitive units), VNTR (variable numbers of tandem repeats) e ETR (exacts tandem
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repeat), que aumentam o poder de identificacdo e discriminacdo entre os membros do
complexo (OIE, 2013; ROCHA et al., 2013).

3.6 Controle

Os programas de controle da tuberculose bovina sdo baseados no método de
diagnoéstico padréao, estabelecido pela OIE, que € o teste intradérmico com derivados
proteicos purificados (PPD) para a identificacdo e eliminacdo de animais infectados
(OIE, 2013; COAD et al., 2010). Esse procedimento reduziu drasticamente a
tuberculose em muitos paises que implementaram essa estratégia de controle, porém
nao foi bem sucedido em algumas regifes em que animais silvestres funcionam como
reservatério de M. bovis (MUSTAFA et al., 2002; VORDERMEIER et al., 2006).

Apesar do extenso conhecimento sobre a tuberculose, o diagndstico precoce da
doenca, a identificacdo da espécie de micobactéria causadora da infeccdo e a remocao
dos animais infectados, continuam sendo indispensaveis para o estudo da transmissao
da micobactéria entre humanos e animais e importante na vigilancia e controle da
tuberculose (MICHEL et al., 2010; ALVAREZ et al., 2012). Além disso, outros aspectos
relevantes devem ser considerados, como o suporte financeiro e técnico aos programas
de controle, a padronizacdo dos métodos e reagentes para realizar a tuberculinizacao
nos bovinos e os eficientes sistemas de inspec¢ao veterinaria e vigilancia epidemioldgica
(KANTOR et al., 2008).

O meétodo de regionalizacdo tem sido reconhecido pela OIE como uma
importante estratégia aplicada aos programas de controle, pois permite a identificacdo
de regides geograficas com alto ou baixo risco para a doenca e suas respectivas
condicdes acerca da tuberculose, como o impacto social e econébmico e as condi¢des
ecolégicas e epidemioldgicas, favorecendo a implantagdo de medidas de controle

adequadas a cada regido (PEREZ et al., 2011).

Pode-se afirmar que existem métodos diagndsticos adequados para o

desenvolvimento de programas de controle e erradicacdo da tuberculose bovina,
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entretanto, ndo existe um método diagnostico que tenha uma eficicia absoluta. O teste
de tuberculinizagéo, a vigilancia epidemiolégica em matadouros, o controle sanitario e o
diagnéstico laboratorial, sdo todos elementos basicos que devem ser empregados com

critério e de modo adequado a cada situacao epidemioldgica (PARRA et al., 2008).

No Brasil estda em vigor desde 2001 o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal — PNCEBT, instituido pelo Ministério
da Agricultura, Abastecimento e Pecuaria, com o intuito de diminuir a prevaléncia e a
incidéncia da tuberculose e certificar propriedades livres ou monitoradas para fornecer

ao consumidor produtos de baixo risco sanitario (BRASIL, 2006).

O programa recomenda o teste tuberculinico para a identificagdo dos animais
infectados, sendo empregado o TCS como prova de rotina para o gado de leite e 0 TPC
para a triagem exclusivamente em gado de corte, ambos utilizando o PPD bovino. O
TCC com PPD bovino e aviario € aplicado como teste confirmatdrio para animais

positivos ou inconclusivos na triagem (BRASIL, 2006).

A implantacdo de eficientes sistemas de vigilancia pode contribuir para a
deteccdo de focos remanescentes, acelerando o0 processo de erradicacdo da
tuberculose no rebanho bovino (FURLANETTO et al., 2012). Outro método para tentar
controlar a tuberculose bovina € o desenvolvimento de vacinas, que pode resultar em
uma diminuicdo do risco de infeccdo e a frequéncia de realizacdo dos testes
tuberculinicos (COCKLE et al., 2002; VORDERMEIER et al., 2006).

3.6.1 Desenvolvimento de vacinas

Vacinar os bovinos contra a tuberculose bovina é impedir o estabelecimento da
infeccdo nesses animais e induzir a resisténcia a infeccdo numa exposicéo futura,
assim como nao permitir que esses animais vacinados sejam reagentes em teste
tuberculinico. Além disso, a vacina deve ser segura e aceita nos paises importadores
de carne e produtos lacteos (BUDDLE et al., 2003). Essas exigéncias estdo mais

relacionadas aos paises desenvolvidos, onde a vacinacdo é considerada um método
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promissor para o controle da tuberculose bovina em longo prazo (HOGARTH et al.,
2006). Ja nos paises em desenvolvimento, as exigéncias para a vacina¢cdo sdo menos
rigorosas, onde o objetivo principal seria reduzir a disseminacdo da tuberculose nos
bovinos e contribuir para os programas de erradicacao, utilizando vacinas estaveis e de
baixo custo (BUDDLE et al., 2003).

As vacinas contra a tuberculose bovina ja avaliadas foram baseadas em cepa de
M. bovis viva atenuada do Bacilo de Calmette-Guérin (BCG), cepa morta com
adjuvante, subunidades de proteinas (HOGARTH et al., 2006; BUDDLE et al., 2013),
DNA (VORDERMEIER et al., 2001), micobactérias ndo tuberculosas mortas e
protocolos de prime-boost, baseados na combinacdo de DNA, subunidade de proteina,
virus recombinante e BCG viva atenuada (VORDERMEIER et al., 2006).

Seja qual for o principio escolhido para o desenvolvimento de uma vacina contra
a tuberculose bovina, é necessario levar em consideracdo que essa seja capaz de
induzir uma forte resposta imune celular do tipo Thl e uma imunidade protetora
(VORDERMEIER et al., 2006). E para isso é necesséario um grande conhecimento sobre
a interacdo de M. bovis e 0 mecanismo de defesa do animal, ou seja, a cinética da
resposta imune mediada por células e anticorpos desencadeada durante a infec¢cao no
bovino (POLLOCK et al., 2005; POLLOCK et al., 2006).

Dentre os tipos de vacina citados, M. bovis BCG € o prot6tipo de vacina para a
utilizacdo em programas de controle e erradicacdo, pois tem baixo custo e € capaz de
proteger os bovinos contra o desafio virulento (VORDERMEIER et al., 2006; BUDDLE
et al. 2013). Porém, a vacina baseada em BCG tem suas limitagdes reconhecidas e que
impedem a utilizacdo para o controle da tuberculose bovina, como comprometer a
especificidade do teste tuberculinico devido a reagbes cruzadas entre antigenos
presentes nas cepas patogénicas e na cepa vacinal (HOGARTH et al., 2006; BUDDLE
et al. 2013), essencialmente em regides endémicas para M. bovis, onde a vacinacao
pode mascarar o diagnéstico preciso (McNAIR et al., 2007). Em decorréncia das
limitacdes citadas, a vacinacdo dos bovinos ainda n&o foi instituida em nenhum

programa de controle e erradicacdo (HOGARTH et al., 2006). Nesse sentido, ha uma
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grande demanda no desenvolvimento de novos testes de diagndstico que sejam
capazes de diferenciar animais vacinados de animais infectados, utilizando
principalmente antigenos presentes em M. bovis, mas ausentes em M. bovis BCG, para
que a vacinagdo seja incluida nas estratégias de controle da tuberculose bovina
(COCKLE et al., 2002; SIDDERS et al., 2008; WHELAN et al., 2010; BUDDLE et al.,
2013).

3.6.2 Proteinas de M. bovis como antigeno em ensaios de diagndstico

A complexidade do PPD bovino, que resulta em ocorréncia de reacfes cruzadas
com antigenos de micobactérias ambientais (FIFIS et al., 1994; POLLOCK et al., 2005)
e a busca pelo desenvolvimento de vacinas (VORDERMEIER et al., 2001; BUDDLE et
al., 2013), levaram & pesquisa de novos antigenos para o aprimoramento dos métodos
de diagnéstico com mais sensibilidade e especificidade para a identificacdo de M. bovis
(AAGAARD et al., 2003; POLLOCK et al., 2006; MOSAAD et al., 2012) e capacidade de
diferenciar animais naturalmente infectados de vacinados, além de identificar antigenos
candidatos a vacinas de subunidades (COCKLE et al., 2002).

Um grande numero de proteinas especificas de M. bovis e que estimulam forte
resposta imune em bovinos infectados, tem sido identificadas e testadas (MORRISON
et al., 2000; POLLOCK et al., 2005). Principalmente depois da elucidacdo das
sequéncias do genoma de M. bovis que permitiu a analise comparativa com outras

micobactérias para o rastreamento de potenciais antigenos (GARNIER et al., 2003).

Existem varias estratégias para a identificacdo de imundgenos micobacterianos
promissores para o diagnostico, principalmente os métodos pds-gendmicos, incluindo a
predicdo de epitopos de células T, comparagédo gendmica para a identificagdo de ORF
(open reading frames) patdgeno-especifica, bem como, a avaliacdo do nivel da
expressao de genes e microarray (SIDDERS et al.,, 2008). Associam-se a esses
métodos, as avancadas ferramentas de protebmica que tém papel fundamental na

determinacdo da estrutura das micobactérias e identificacdo dos antigenos. Onde se
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destacam, a espectrometria de massas (MEIKLE et al., 2009), o plunge freezing cryo
electron e a tomografia crio-eletrdnica para, respectivamente, avaliar a ultra-estrutura
celular e determinar a arquitetura tri-dimensional do envelope da micobactéria (SANI et
al., 2010).

O conhecimento gendmico e estrutural das micobactérias permitiu um avancgo
consideravel acerca das bases moleculares da patogenicidade, viruléncia e
mecanismos que permitem a sobrevivéncia e a persisténcia micobacteriana no
hospedeiro, mais precisamente no microambiente agressivo dos macréfagos. Muitos
dos genes relacionados a viruléncia micobacteriana codificam para proteinas de
superficie, proteinas envolvidas nos sistemas de transducéo de sinais e enzimas que

participam das vias de metabolismo de lipideos (FORRELAD et al., 2013).

Algumas proteinas do sistema de secrecdo (ESX) identificadas no envelope
celular da micobactéria (FIGURA 1), como a ESAT-6, CFP10, EspB, EspE, EspF, EspK,
ESX-1, ESX-5 e ESX-1 associada a familia das PPE, que formam uma estrutura
macromolecular exposta na superficie celular, desempenham papel essencial e
especializado na interacdo com as células do hospedeiro, contribuindo para a
modulacdo da resposta imune e persisténcia da infeccdo, principalmente devido a
ligacdo aos macréfagos e consequente estimulo da producdo de citocinas pro-

inflamatorias e translocacao dos fagossomos dentro do citosol (SANI et al., 2010).
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Figura 1: Modelo do sistema de secrecdo (ESX) composto por proteinas da

regido de diferenca 1. Adaptado de: Teutschbein et al. (2009).

Baseado em analise genbmica, um novo cenario evolutivo foi proposto para os
membros do CMT, no qual identificaram-se 20 regifes de diferenca (RD) no genoma
dessas espécies. Foi descrito que 14 dessas regibes gendmicas, denominadas RD1-
RD14, apresentaram uma variacdo de 2 a 12,7 Kb que se mostraram ausentes no
bacilo de Calmette-Guérin (BCG), quando comparada a cepa padrdo H37Rv de M.
tuberculosis (BROSCH et al., 2002; FORRELAD et al., 2013).

O diagnostico diferencial e especifico da tuberculose bovina, tem sido baseado
principalmente nos antigenos codificados por genes da regido de diferenca 1 (RD1),
composto por 10 genes (Rv3868-Rv3877) (TEUTSCHBEIN et al., 2009), que

corresponde a um segmento de DNA de 9,5 Kb, justamente por estarem presentes nas
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cepas virulentas de M. bovis e M. tuberculosis e ausentes na cepa vacinal (BCG) e M.
avium (FIGURA 2) (MAHAIRAS et al., 1996; PHILIPP et al., 1996). Isto significa que, ou
um ou mais genes da RD1 desempenham papel fundamental na viruléncia ou 0os genes
codificados pela RD1 regulam outros genes envolvidos na viruléncia das micobactérias
patogénicas, uma vez que a cepa BCG ndo possui sequéncia homdéloga a RD1 e
apresenta um fenétipo atenuado (MAHAIRAS et al., 1996).
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Figura 2: Representacdo dos genes codificados pela regido de diferenca 1
(RD1), presentes nas cepas virulentas de M. bovis e M. tuberculosis que foram
deletados do Bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Adaptado de: Ganguly et al.
(2008).

Entre as proteinas codificadas pelos genes da RD1, as mais bem caracterizadas
sdo a ESAT-6 (early secretory antigenic target 6 kDa) e a CFP10 (culture filtrate protein
10 kDa) que séo proteinas naturalmente imunodominantes do CMT e sdo reconhecidas
como forte estimuladoras de células T em animais infectados (MUSTAFA et al., 2002).
Os genes que as codificam sdo esxA e esxB, respectivamente (HEMATI et al., 2011), e
as duas proteinas formam um complexo heterogéneo 1:1, estavel, secretado e que atua
como uma molécula de sinalizagdo (RENSHAW et al., 2005).

A proteina TB10.4 também apresenta diversos epitopos distribuidos por toda a
proteina, os quais sdo fortemente reconhecidos por linfécitos T e estimulam a producgéo

de IFN-y. Ela é codificada pelo gene esxH que pertence a uma subfamilia dentro da
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familia de ESAT-6, constituida por trés proteinas altamente homdlogas, TB10.3, TB10.4
e TB12.9. Essa subfamilia esta presente no CMT, enquanto em micobactérias atipicas,
apenas um dos genes (M. avium, M. intracellulare, M. marinum) ou nenhum dos genes
(M. scrofulaceum, M. fortuitum, M. szulgai) estd presente (SKJQT et al., 2002). Assim,
TB10.4 tem a capacidade de aumentar a sensibilidade do teste intradérmico, mas pode
causar uma perda na especificidade (XIN et al., 2013).

As PE e PPE correspondem a uma grande familia de proteinas, composta por
mais de 160 membros em M. bovis e M. tuberculosis (GARNIER et al., 2003). Suas
funcbes apesar de ndo serem bem definidas, sdo atribuidas a viruléncia e variacdo
antigénica micobacteriana, com polimorfismos nos genes que codificam para as
proteinas PE35, PPE33, PPE51 e PPE55 que mostram variacdo na expressao entre as
cepas de M. bovis e M. tuberculosis (GOLBY et al., 2007).

A MPB70 e a MPB83 sao proteinas altamente homdlogas entre si, com
aproximadamente 70% de identidade em muitas espécies de micobactérias, como M.
bovis e M. tuberculosis (AAGAARD et al., 2006). MPB70 é uma das principais proteinas
secretadas de M. bovis (WIKER, 2009) e MPB83 é uma lipoproteina de membrana
(AAGAARD et al.,, 2006). Ambas estao relacionadas principalmente com a resposta

imune humoral de animais infectados (LIU et al., 2007).

As respostas imunologicas induzidas nos bovinos, resultantes da interacdo com
0s antigenos de M. bovis sdo passiveis de serem detectadas por quantificacdo de IFN-y
(DE LA RUA DOMENECH et al., 2006; MUSTAFA et al., 2006; VUTLA et al., 2011),
teste de imunoensaio (KOO et al.,, 2005; SOUZA et al.,, 2012) e tuberculinizacédo
intradérmica, demonstrando o potencial desses antigenos para o imunodiagndéstico e
diferenciacdo entre bovinos vacinados e infectados (VAN PINXTEREN et al., 2000;
VORDERMEIER et al.,, 2001; MUSTAFA et al., 2002; WHELAN, C., et al., 2010;
WHELAN et al., 2010; STRAIN et al., 2011).

Em estudo de mapeamento de antigenos com potencial para o diagnéstico da

tuberculose bovina em ensaio de producdo de IFN-y com linfécitos de bovinos
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inoculados experimentalmente com M. bovis, foram identificadas as proteinas ESAT-6,
CFP10, TB10.4, TB27.4 e TB16.2 (AAGAARD et al., 2003).

Utilizando ESAT-6 e CFP10 como peptideos sintéticos para a dosagem de IFN-y,
Vordermeier et al. (2001) obtiveram uma sensibilidade de 77,9% na deteccdo de
bovinos naturalmente infectados com M. bovis e uma especificidade de 100% com

amostras de bovinos vacinados com M. bovis BCG.

ESAT-6:CFP10 como uma proteina de fuséo, foi significativamente capaz de
discriminar bovinos naturalmente infectados com M. bovis, de bovinos infectados
experimentalmente com M. avium avium e M. avium paratuberculosis na dosagem de
IFN-y, demonstrando sua alta especificidade para o diagnostico diferencial entre

micobactérias patogénicas e ambientais (WATERS et al., 2004).

Em um experimento avaliando-se os antigenos ESAT-6, CFP10, PE13, PES5,
MPB70, TB10.4 e TB27.4 em provas de quantificacdo de IFN-y em bovinos de regides
de baixa, média e alta prevaléncia de tuberculose, ESAT-6 e CFP10 foram os antigenos
com melhor desempenho, sobretudo quando houve a combinacéo das duas proteinas,
com precisdo diagnéstica de 85%. Além disso, TB10.4, PE13 e PE5 apresentaram
potencial para suplementar a cobertura diagnostica fornecida por ESAT-6 e CFP10
(AAGAARD et al., 2006).

Um conjunto de peptideos imunodominantes das proteinas ESAT-6, CFP10,
Rv3873, Rv3879c, Rv0288 e Rv3019c foi testado como antigeno em teste de dosagem
de IFN-y, apresentando resultados significativamente superiores ao PPD na
identificacdo de animais com tuberculose, mas com reacado intradérmica negativa. A
especificidade do teste néo foi afetada por vacinacao prévia com BCG (COCKLE et al.,
2006).

Em estudo que avaliou a adicdo de RV3615c em um coquetel contendo ESAT-
6/CFP10 para a dosagem de IFN-y, foi observado o aumento da sensibilidade do
diagnéstico de 77,9% para 91% quando realizado somente com ESAT-6 e CFP10,

discriminando bovinos naturalmente infectados com M. bovis de vacinados e
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identificando bovinos infectados que ndo haviam respondido anteriormente ao estimulo
com ESAT-6 e CFP10 (SIDDERS et al., 2008).

Koo et al. (2005) compararam os ensaios de imunoadsor¢cédo enzimatica (ELISA),
imunocromatografia e aglutinacdo em latex, para o diagnostico da tuberculose bovina
utilizando a proteina MPB70 recombinante e peptideo de ESAT-6 e obtiveram elevadas
sensibilidades e especificidades para os trés testes e com resultados similares entre os
antigenos, indicando o potencial dessas proteinas quando aplicadas em provas de

diagnéstico rapido.

Em um ensaio de ELISA indireto, uma proteina de fusdo composta pelas
proteinas ESAT-6:MPB70:MPB83 foi testada com amostras clinicas de bovinos com
tuberculose, utilizando o teste intradérmico como método padrdo. Os ensaios
apresentaram uma concordancia de 100% em relacdo aos animais negativos e 68,7%
em relacdo aos animais positivos, indicando que o ELISA indireto com proteina de
fusdo pode ser utilizado como teste complementar a tuberculinizacdo e como uma

importante ferramenta epidemioldgica (LIU et al., 2007).

Whelan et al. (2010) relataram uma sensibilidade e especificidade de 73,6% e
100%, respectivamente em teste intradérmico, utilizando um coquetel de proteinas
recombinantes constituidos por ESAT-6/CFP10/MPB70/MPB83, na concentracédo de 10
ug de cada componente, com reagfes meédias de pelo menos 5 mm inferiores as
obtidas com o PPD em animais infectados com M. bovis, mas sem induzir resposta em
bovinos vacinados e nao infectados. Com a substituicdo de MPB70 por RV3615c no
coquetel, a sensibilidade do teste aumentou para 100% e manteve o diametro médio

das reacoes.

Jones et al. (2012) avaliaram um coquetel de peptideos com ESAT-6/CFP10/Rv-
3615c na concentracdo de 10 ug/peptideo em teste de intradérmico, testando animais
naturalmente infectados e obtiveram um aumento da sensibilidade de 75% para 87,5%
com a adicdo de Rv3020c e avaliando animais ndo infectados e vacinados encontraram

uma especificidade de 97,6%.
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A avaliagdo de um coquetel das proteinas ESAT-6/CFP10 em ensaio
intradérmico permitiu a identificacdo de uma importante propor¢cdo de animais
naturalmente infectados com M. bovis que o ensaio com PPD né&o foi capaz de
reconhecer, principalmente em animais oriundos de uma regido de baixa prevaléncia
para a doenca. Além disso, o coquetel ndo induziu reac¢des inflamatérias em animais
ndo infectados e em infectados com paratuberculosis. Foi possivel identificar também
que, utilizando 20 pug/proteina no coquetel, a sensibilidade do teste diminuiu
gradativamente, a medida que a linha de corte era estabelecida para um maior didametro
(mm) das reacdes (FLORES-VILLALVA et al., 2012).

Xin et al. (2013) ao avaliarem a contribuicdo das proteinas TB10.4, Rv3872 e
MPT63 para o diagnéstico da tuberculose bovina quando combinadas com ESAT-6 e
CFP10, observaram que o0s coquetéis ESAT-6/CFP10/TB10.4 e ESAT-
6/CFP10/Rv3872/MPT63 potencializaram as reacdes de hipersensibilidade tardia e a
capacidade de identificar bovinos infectados em relacdo ao coquetel formado por
apenas ESAT-6/CFP10, com boa correlacdo entre os coquetéis e entre 0s coquetéis e
os testes de diagndstico tradicionais como teste tuberculinico padrao com PPD bovino e
0 ensaio de IFN-y. Além disso, o coquetel ESAT-6/CFP10/TB10.4 se mostrou capaz de

diferenciar bovinos infectados com M. bovis de infectados com M. avium.

Como demonstrado nos trabalhos citados, a utilizacdo de antigenos especificos
de M. bovis tem sido diversificada, variando quanto a forma (peptideos ou proteinas),
concentracdo, combinacdo (coquetel, fusdo ou individual), aplicacdo em diferentes
ensaios que visam detectar a resposta imune celular ou a humoral. No caso especifico
do teste intradérmico, outras varidveis ainda sédo avaliadas como o tempo ideal para
leitura das reacbes (24, 48, 72 e 96 horas) e a determinacdo da linha de corte para o
didmetro das reagdes de =2 1 mm até = 10 mm para a interpretagdo dos resultados.
Essas pesquisas tém gerado um grande avanco para o diagnéstico da tuberculose
bovina e consequentemente um aprimoramento dos programas de controle da doenca.
Nesse sentido, sdo apresentados a seguir dois artigos produzidos com o intuito de
contribuir para o progresso do diagnéstico e controle da tuberculose bovina: Artigo 1 -

Teste intradérmico com proteinas recombinantes de Mycobacterium bovis em



50

Cavia porcellus (Normas do periddico: Pesquisa Veterinaria Brasileira) e Artigo 2 -
Avaliacdo do uso de proteinas recombinantes de Mycobacterium bovis como
antigenos no teste intradérmico em bovinos (Normas do periddico: Archivos de
Medicina Veterinaria).
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Teste intradérmico com proteinas recombinantes de Mycobacterium bovis

como antigenos em Cavia porcellus

Elaine S.P. Melo?", Ingrid L.F. Souzal, Carlos A.N. Ramos?, Ana Luiza A.R. Osério?, Flabio R.

Araujo?

Abstract. Melo E.S.P,, Souza LLF,, Ramos C.A.N., Osério A.L.A.R. & Araugjo F.R. 2014. Skin
test with recombinant protein of Mycobacterium bovis as antigen in Cavia porcellus.
Teste intradérmico com proteinas recombinantes de Mycobacterium bovis como antigeno
em Cavia porcellus. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(00):00-00. Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncia Animal, Faculdade de Medicina Veterinaria (FAMEZ), Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), Av. Senador Filinto Muler, n. 2443, Cidade
Universitaria, CEP 79070-900, Campo Grande, MS, Brasil. Email:
elainespmelo@hotmail.com

The intradermal skin test for diagnosis of bovine tuberculosis has been used the
purified protein derivative (PPD) of Mycobacterium bovis, that is able to induce a
hypersensitivity reactions in infected animals. However, show (i.e. PPD) low specificity due
to the occurrence of cross reactions with other mycobacteria. Thus, the aim of this study
was to produce recombinant proteins (ESAT-6, PE13, PE5 and ESX-1) of Mycobacterium
bovis and assess them as antigens in skin test using guinea pigs (Cavia porcellus) as a model,
and check if the conditions employed in the purification (native or denaturing condition)
interfere in the antigenic performance of these proteins. The proteins were tested in guinea
pigs previously sensitized with inactivated M. bovis strain AN5, individually (160 pg), or as
a mixed cocktail (40 pg each). The cocktail of proteins induced hypersensitivity reactions in
sensitized animals significantly higher than those observed in non-sensitized animals,
allowing differentiation. On the other hand, the proteins individually were not able to
promote this differentiation. The conditions of solubilization and purification influenced the
antigenic performance of the protein ESAT-6, since, when produced in denaturing condition
triggered nonspecific reaction in non-sensitized animals. Whereas when produced under
native conditions and used at low concentrations (6, 12, 24 and 48 pg) induced a significant
response only in sensitized animals, confirming its potential as antigen.

Index terms: PPD bovine, skin test, bovine tuberculosis, solubility.
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Resumo: O teste intradérmico para o diagndstico da tuberculose bovina utiliza derivados
proteicos purificados (PPD) de Mycobacterium bovis que sao capazes de induzir reagoes de
hipersensibilidade em animais infectados. No entanto, apresenta baixa especificidade
devido a ocorréncia de reagdes cruzadas com outras micobactérias. Neste sentido, o
objetivo desse trabalho foi produzir as proteinas recombinantes (ESAT-6, PE13, PE5 e ESX-
1) de Mycobacterium bovis e avalid-las como antigenos em teste intradérmico utilizando
Cavia porcellus como modelo, e verificar se as condigdes empregadas na purificacdo (nativa
ou desnaturante) interferem no desempenho antigénico dessas proteinas. As proteinas
foram testadas em Cavia porcellus previamente sensibilizados com cepa M. bovis AN5
inativada, individualmente (160 pg) e combinadas na forma de um coquetel (40 pg cada). O
coquetel de proteinas induziu reacdes de hipersensibilidade nos animais sensibilizados
significativamente superiores as observadas nos animais ndo sensibilizados, possibilitando
diferenciacdo. No entanto, as proteinas isoladamente ndo foram capazes de promover essa
diferenciacdo. As condi¢cdes de solubilizacdo e purificagdo influenciaram o desempenho
antigénico da proteina ESAT-6, pois, quando produzida em condi¢do desnaturante
desencadeou reagdes inespecificas nos animais ndo sensibilizados, enquanto que aquela
produzida em condi¢des nativas e aplicada em baixas concentragdes (6, 12, 24 e 48 ng)
induziu reagdes significativas apenas nos animais sensibilizados, confirmando o seu
potencial como antigeno.

Termos de indexa¢ao: PPD bovino, teste intradérmico, tuberculose bovina, solubilidade.
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INTRODUCAO

A tuberculose bovina é uma doenga infecciosa de importancia zoonoética, distribuida
globalmente e causada principalmente pela bactéria Mycobacterium bovis (Michel et al.
2010). Essa enfermidade representa grande impacto na cadeia produtiva da carne devido
aos prejuizos econdmicos vinculados a reduc¢do gradativa dos indices zootécnicos e as
condenacgdes de carcagas em matadouros-frigorificos sob inspecdo sanitaria (Brasil 2006).
Além disso, torna os produtos provenientes da pecudria vulneraveis as barreiras sanitarias
impostas pelo mercado internacional (Michel et al. 2010).

Nao existe uma vacina eficaz para a tuberculose bovina (OIE 2009) e os programas
de controle e erradicacio da enfermidade realizados na maioria dos paises (Alvarez et al.
2012), inclusive no Brasil (Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose Animal-PNCEBT), sdo baseados na detec¢ao e remoc¢ao de animais infectados
(teste-abate) do rebanho, por meio do teste intradérmico, que visa determinar a infeccao
espécie-especifica por M. bovis diante da inoculacdo intradérmica de antigeno
micobacteriano, que gera uma reac¢do inflamatéria local naqueles animais com infeccdo
prévia pelo bacilo (Brasil 2006, Pollock et al. 2006).

O PPD utilizado no teste é composto por uma mistura complexa de proteinas,
lipidios, agucares e acidos nucléicos, apresentando uma grande variedade de antigenos
(Jonathan et al. 1994). Podem ser utilizados dois tipos de PPD: o PPD bovino que
corresponde ao extrato antigénico de proteinas purificadas, derivadas de M. bovis cepa AN5
utilizada no teste cervical simples (TCS) e no teste da prega caudal (TPC) e o PPD aviario,
purificado a partir de M. avium cepa D4, que em conjunto com o PPD bovino, pode ser
utilizado no teste cervical comparativo (TCC) (Brasil 2006). No entanto, o teste
intradérmico simples pode apresentar problemas relativos a especificidade devido as
reacOes cruzadas com outras espécies de micobactérias, bem como a fatores inerentes ao
hospedeiro (Alvarez et al. 2012). Dessa forma, torna-se necessaria a realizacio de teste
comparativo em reagdes inconclusivas, o que torna o diagndstico mais demorado e com
custos mais elevados (Neill & Pollock 2000, Schiller et al. 2010). Pois, os animais reagentes
e inconclusivos s6 podem ser retestados pelo teste intradérmico cervical comparativo apés
um intervalo de 60 a 90 dias, ou podem ser considerados positivos e destinados ao abate
sanitario (Brasil 2006). Este intervalo minimo para repeticio do teste visa evitar a
ocorréncia de resultados falso-negativos, uma vez que apos o teste cutaneo pode ocorrer a
dessensibilizacdo do animal e este passa a ficar anérgico, estado no qual ha uma diminuicao
na capacidade de responder a novos testes (Buddle et al. 2009). Dessa forma, testes
diagnosticos sensiveis e mais especificos sdo necessarios para o avan¢o na estratégia de
controle em direcdo a erradicacdo da tuberculose bovina (Menin et al. 2013).

Diversos antigenos, principalmente aqueles envolvidos na resposta imune celular e
humoral do hospedeiro, como as proteinas ESAT-6, CFP10, MPB70, MPB83 e RV3615c, tém
sido propostos para utilizacdo em diagndstico da tuberculose bovina e humana, seja em
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teste intradérmico ou quantificacdo de interferon-y (Kalra et al. 2010, Whelan et al. 2010,
Flores-Villalva et al. 2012). A proposta neste estudo foi produzir as proteinas
recombinantes PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1 de M. bovis, envolvidas na resposta imune celular
dos bovinos, avalid-las como antigenos em teste intradérmico utilizando Cavia porcellus
como modelo, e verificar se as condigdes empregadas na purificagdo (em condi¢des nativas
ou desnaturantes) interferem no desempenho antigénico dessas proteinas.

MATERIAL E METODOS

Amplificacao dos genes. Os genes pe5, pel3 e esat-6 foram amplificados por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) a partir de DNA de M. bovis cepa ANS5, utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos desenhados e amplificados de acordo com Souza
et al. (2012), exceto esx-1 que foi amplificado com os primers (forward: 5
TATCAATTCGGGGACGTCGACGCTCACG 3 e reverse: 5
GGCGCTGTCGGTTTGTGCCATGTTGTTG 3’) desenhados utilizando o programa PrimerSelect
(DNASTAR).

Clonagem dos genes e producio das proteinas recombinantes. Os genes
amplificados foram clonados em plasmideo pGEM-T Easy (Promega), seguindo as instrucdes
do fabricante e subclonados em plasmideo pET47b (Novagen). A inducdo da expressao dos
genes em Escherichia coli Rosetta foi realizada utilizando 1 mM/ml de isopropil-3-D-
galactopiranosideo (IPTG) em 500 ml de Luria-Bertani caldo contendo com 50 pg/ml de
cloranfenicol e 30 pg/ml de canamicina, a 30°C durante 4 h a 200 rpm. A expressao dos
genes foi confirmada por eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) em condicGes
desnaturantes (SDS-PAGE) e Western-blot com anticorpo monoclonal anti-6x-histidina
(Sigma).

As suspensoes bacterianas foram centrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos e os
sedimentos ressuspensos em tampao contendo n-lauril-sarcosil e triton X-100, ambos a 1%
e incubados por uma hora em banho-maria a 37°C. A solu¢ao foi submetida a desrupcao
ultrassonica 6 vezes por 10 segundos e centrifugada conforme descrita anteriormente. As
proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade em resina de agarose-niquel
utilizando as colunas de cromatografia His-trap HP (GE Healthcare) em condi¢Ges nativas,
ou seja, sem a utilizacdo de agentes desnaturantes, seguindo as instru¢des do fabricante.
Apos purificagdo as proteinas foram dialisadas em tampao fosfato a 4°C por 72 horas,
quantificadas por fluorometria em sistema Qubit (Invitrogen) e a purificacdo confirmada
por SDS-PAGE.

Uma aliquota do sedimento de cultura de ESAT-6 também foi ressuspensa em
tampao de lise (NazHPO4 20mM; NaCl 0,5M; guanidina HCl 6M) pH 8,0 e incubada por uma
hora em banho-maria a 37°C. A purificacdo foi realizada utilizando o mesmo sistema de
cromatografia descrito acima, mas em condi¢des desnaturantes, empregando uréia (8 M)
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nos tampoes de lavagem e eluicdo. Apds a purificacdo, a proteina foi dialisada e quantificada
conforme descrito anteriormente.

Aspectos éticos. O uso de Cavia porcellus foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil (protocolo 321/11). O
experimento foi realizado em conformidade com as normas e regulamentos internacionais
para experimentacao com animais.

Sensibilizacdo com Mycobacterium bovis. Vinte e oito fémeas da espécie Cavia
porcellus, pesando entre 250 e 350 g, foram utilizados nesse estudo. Os animais foram
mantidos com rag¢do comercial (Nuvilab) e agua ad libitum, em ambiente com ciclo
claro/escuro controlado. Dezenove animais foram sensibilizados com M. bovis cepa AN5
(LANAGRO-MAPA, Brasil) inativada por calor (2 mg/ml) via intramuscular, na face interna
da coxa direita, e nove animais receberam salina estéril e foram mantidos como controle
negativo. Sete semanas ap0s a sensibilizacao foi realizado o teste intradérmico.

Cavia porcellus foi utilizado como modelo nesse experimento devido ao fato de ser a
espécie recomendada pela Organizacdo Mundial de Satiide Animal (OIE) para a avaliacdo de
poténcia do PPD produzido e comercializado (OIE, 2013).

Teste intradérmico Todos os animais foram tosqueados nas regides intercostais e
os sitios de inoculagdo distribuidos no sentido oral-caudal, nos flancos direito e esquerdo
para realizar o teste intradérmico.

Dez animais, (7 sensibilizados e 3 ndo sensibilizados) foram utilizados para avaliar
o desempenho das proteinas recombinantes em diferenciar animais sensibilizados com M.
bovis de animais ndo sensibilizados (Fig. 1). Sete sitios de inje¢do intradérmica foram
utilizados em cada animal. Todas as proteinas purificadas em condi¢des nativas (PE5, PE13,
ESAT-6 e ESX-1) foram administradas na concentragdo de 160 pg individualmente e como
componente de um coquetel formado por 40 pg de cada proteina. PPD bovino (TECPAR,
Curitiba, Brasil) na concentracdo de 5 pg e salina foram incluidos em cada teste.

Avaliacao da influéncia das condi¢coes de purificacio no desempenho
antigénico das proteinas. Para verificar se as condi¢des de purificagdo das proteinas
influenciaram no seu desempenho em estimular reacao de hipersensibilidade tardia foram
utilizados 18 animais. Em 6 animais sensibilizados e 3 nao sensibilizados foram aplicadas
inje¢Oes intradérmicas com a proteina ESAT-6 purificada em condi¢6es nativas, em diluigao
seriada de 6, 12, 24 e 48 pg e os outros 6 animais sensibilizados e 3 ndo sensibilizados
receberam a proteina ESAT-6 nas mesmas concentragdes descritas acima, mas purificada
em condi¢coes desnaturantes (Fig.1).

A posicao dos indculos foi alternada em cada animal para minimizar o efeito dos
pontos de inoculagdo sobre as médias das reagdes e as leituras das reagdes (mm) foram
realizadas com base na medida da reacdo apoés 24 horas da aplicagio dos inoculos,
conforme metodologia apresentada por OIE (2013).
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0 inoculador e os leitores ndo tinham informacdes sobre os indculos, com o objetivo
de evitar qualquer interferéncia consciente ou ndo nos resultados do experimento.

Analise estatistica. A diferenca entre as reagcdes médias nos animais nao
sensibilizados e sensibilizados foram avaliadas pelo teste t de Student, com nivel de
significancia de 5%, e a magnitude da rea¢do induzida por diferentes concentragdes de
proteina foram avaliadas pela analise de variancia 1 fator.

RESULTADOS

A inoculacio do PPD bovino provocou reacdes intradérmicas em todos os animais
sensibilizados, que variaram entre 15 a 21 mm e foram significativamente superiores (p <
0,0001) as observadas nos animais nao sensibilizados.

As proteinas PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1 purificadas em condig¢des nativas (160 pg),
quando utilizadas isoladamente, ndo apresentaram reacdes médias significativamente
superiores nos animais sensibilizados com rela¢do aos nao sensibilizados (p < 0,05). Apesar
de ESAT-6 ter apresentado a maior reacdo média (9,3 mm) nos animais sensibilizados,
também provocou reagdes (7 mm) inespecificas relevantes nos animais ndo sensibilizados
(Fig. 2). Mas quando as proteinas foram combinadas na forma de coquetel, composto por 40
ug de cada uma, elas foram capazes de diferenciar os animais sensibilizados dos nao
sensibilizados (p = 0,002).

Diferentemente das proteinas utilizadas individualmente e em forma de coquetel,
que geraram reacgao inespecifica nos animais nao sensibilizados, o PPD bovino s6 induziu
reacao de hipersensibilidade tardia nos animais sensibilizados.

O teste intradérmico com a proteina ESAT-6 recombinante, purificada em condi¢coes
nativa e desnaturante (Fig. 3A e 3B), gerou reacdo cutdnea média de 10,25 mm nos animais
sensibilizados, em leitura realizada apés 24 horas. Ndao houve diferenca significativa
(p=0,063) entre a magnitude das reacdes induzidas pela proteina administrada nas
concentracgoes de 6, 12, 24 e 48 ng (Fig. 4).

Os animais ndo sensibilizados também desenvolveram reacdo média de 10,25 mm,
mas somente em resposta as quatro concentragdes testadas da proteina ESAT-6 purificada
em condi¢cdes desnaturantes, pois o0 mesmo nao foi observado quando da utilizacao do PPD
de M. bovis, salina e com as diferentes concentra¢des de ESAT-6 purificada em condicdo
nativa.

A especificidade da proteina ESAT-6 em estimular reacdo cutanea nos animais foi
influenciada pela condi¢do de solubilizacdo e purificacdo. Pois, ao comparar a utilizacdo dos
detergentes n-lauril-sarcosil e triton X-100 para solubilizar os agregados proteicos e
purificacdo em condicdo nativa, em relacdo ao emprego de hidrocloreto de guanidina para
solubilizacdo e purificagdo em condigdo desnaturante utilizando uréia, foi observado que as
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proteinas que foram submetidas a esse ultimo método induziram reagdes inflamatorias
locais nos animais nao sensibilizados, com as quatro concentra¢des de proteina testadas (6,
12, 24 e 48 pg).

DISCUSSAO

Estudos prévios tém demonstrado que a utilizacdo de antigenos especificos do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT) em teste intradérmico podem proporcionar um
diagndstico mais especifico e sensivel (Whelan et al. 2010).

Nesse estudo, avaliamos o potencial de ESAT-6 que é uma proteina naturalmente
imunodominante entre as espécies do CMT (Mustafa et al. 2002), a ESX-1 e as proteinas da
familia das PEs, PE5 e PE13, que juntas sdo responsaveis pela interacdo com as células do
hospedeiro, modulagdo da resposta imunoldgica e persisténcia da infec¢do (Sani et al.
2010).

A aplicacdo desses antigenos tem variado e os resultados mais promissores tém sido
observados quando combinacdes de antigenos em coquetéis sdo utilizadas em comparacao
com o PPD bovino (Whelan et al. 2010, Jones et al. 2012, Flores-Villalva et al. 2012). Assim
como nesse estudo, em que o coquetel com as proteinas PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1 foi
capaz de induzir resposta inflamatdéria nos animais sensibilizados, superiores as
desencadeadas nos animais nao sensibilizados. O que nao p6éde ser observado quando as
mesmas proteinas foram aplicadas individualmente.

Em avaliacao semelhante, utilizando as proteinas ESAT-6, CFP10, MPB70, MPB83 e
Rv3615c para teste intradérmico em bovinos, Whelan et al. (2010) observaram que as
proteinas MPB70, MPB83 e RV3615c testadas isoladamente apresentaram pouca
capacidade de induzir a produgdo de interferon-gama in vitro, se comparado com ESAT-6 e
CFP10, assim como ndo foram capazes de detectar bovinos naturalmente infectados em
teste intradérmico. A combinagdo dessas proteinas por outro lado, foi capaz de diferenciar
animais infectados de ndo infectados no teste intradérmico. No entanto, a exclusdo destas
proteinas do coquetel diminuiu significativamente a sensibilidade do teste. O que indica que
as proteinas subdominantes estdo envolvidas no processo de hipersensibilidade tardia
induzindo o recrutamento de células T antigeno-especificas que potencializam a a¢do das
proteinas imunodominantes ESAT-6 e CFP10. O que leva a concluir que todos os antigenos
desempenham papel fundamental na resposta contra M. bovis e consequentemente sdo
importantes para serem testados no teste intradérmico.

Assim, considerando a importancia da interagdo proteina-proteina e a interferéncia
imunolégica entre os varios componentes de coquetéis multiantigénicos, as reacdes de
hipersensibilidade tardia devem ser investigadas usando varias combina¢des de proteinas
em comparagdo com o PPD bovino (Kalra et al. 2010).
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A proteina ESAT-6 confirmou seu potencial para o diagndstico da tuberculose
bovina, devido a capacidade demonstrada nesse estudo, quando purificada em condicdo
nativa, em diferenciar os animais sensibilizados experimentalmente daqueles ndo
sensibilizados, mesmo quando utilizada a menor concentracao de 6 pg. Além disso, os
resultados demonstraram nao haver diferenga significativa na magnitude das reacgdes
estimuladas por ESAT-6 nas concentragdes de 6, 12, 24 e 48 pg, indicando que nao foi
possivel observar uma relacdo de dose dependéncia, assim como observado por Xin et al.
(2013), ao testar as concentragdes de 20, 50 e 70 ug de ESAT-6 juntamente com CFP10 e
TB10.4 em teste intradérmico em bovinos. Por outro lado, Aggerbeck & Madsen (2006) ao
avaliarem ESAT-6 recombinante em teste cutdneo em animais, observaram uma reagio
proporcional ao aumento da concentracdo das proteinas de 0,01, 0,1 e 1 pg, mas que so foi
verificado apds sucessivas aplicacdoes de seis doses da proteina no mesmo animal, o que
estimulou a potencializagdo da resposta de hipersensibilidade.

As reagdes observadas nos animais nao sensibilizados, induzidas pelas proteinas,
podem estar relacionadas a subprodutos do processo de lise para ruptura da célula
bacteriana e liberacdo das proteinas e do método de solubilizacdo e purificacdo das
proteinas recombinantes, que sdo expressas na maioria das vezes na forma de corpusculos
de inclusdo. Esses corpusculos sdo compostos por agregados proteicos, geralmente na
forma inativa e insoldvel, que se acumulam no interior da bactéria produtora, devido ao
estresse por elevadas temperaturas ou superexpressdo génica (Singh & Panda 2005). Além
desses agregados homologos, podem ser formados também agregados heterélogos de
proteinas com lipideos, polissacarideos e com outros componentes de membrana (Fifis et
al. 1994).

As proteinas produzidas nessas condicoes ndo podem ser purificadas de forma
eficiente diretamente do cultivo celular, sem antes receberem um tratamento para a lise
celular e solubilizacdo dos agregados. Para esse procedimento, além das técnicas de lise
mecanica como a desrupg¢do ultrassonica e método fisico como o choque térmico
(congelamento/descongelamento), é necessario lancar mao do processo de lise quimica
utilizando agentes caotrdpicos como a uréia e o hidrocloreto de guanidina que rompem as
interagdes nao covalentes, aumentam a solubilidade das substancias apolares e desfazem as
interacdes hidrofébicas desnaturando as proteinas. No entanto, se levarmos em
consideracdao que a imunotoxicidade é a questdo mais importante a cerca dos reagentes
utilizados para o diagnostico intradérmico que depende de uma resposta imunoldgica (Du
et al. 2013), esses agentes desnaturantes precisam ser totalmente removidos das amostras
proteicas por apresentarem toxicidade celular. Contudo, o processo de didlise de 72 h
empregado nesse estudo parece nao ter sido suficiente para completa remog¢do desses
reagentes das amostras proteicas.

Uma alternativa para solubilizar os corpusculos de inclusdo é a utilizacdo dos
surfactantes, como o sarcosil que é um detergente idnico e o triton X-100 um detergente
ndo iodnico que solubilizam os agregados proteicos devido a formagdo de complexo
proteina/detergente sob condicdes normalmente nao-desnaturantes, preservando a forma
biologicamente ativa da proteina (Bhairi & Mohan 2007). Apesar de o triton X apresentar
massa micelar média de 80.000 Da, que nao permite sua remocdo por didlise, a sua
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utilizacdo em baixa concentracao (1%), que foi adicionada no inicio do processo de
purificacdo, somada as baixas concentra¢des de proteina (6, 12, 24 e 48 ng), se mostrou
atoxico no teste cutaneo animais, permitindo a indugdo de rea¢des inflamatérias especificas
pelas proteinas. Além disso, esse detergente ajuda a remover as endotoxinas provenientes
da parede celular da bactéria E. coli na qual as proteinas foram produzidas, pois elas podem
ativar a resposta imune e interferir nas rea¢des induzidas pelas proteinas de M. bovis. Dessa
forma, pode-se destacar que a utilizacdo da proteina ESAT-6 isoladamente em uma
concentracdao maior (160 pg), provocou reacdoes semelhantes tanto nos animais
sensibilizados experimentalmente quanto nos nao sensibilizados, o que indica que com o
aumento da concentracao da proteina, mais residuos do detergente foi administrado no
indculo, o que levou a indugdo de reagdes inespecificas.

Nesse sentido, Aggerbeck & Madsen (2006) relatam que a rota de administracao e a
dose do antigeno influenciam a ocorréncia de reacdes locais mesmo em animais ndo
sensibilizados, pois observaram rea¢des cutaneas de 6 mm em resposta a aplicagdo de 100
ug da proteina ESAT-6 em animais naives, semelhante ao encontrado quando 1% de tween
20 foi injetado. Porém, quando 10 pg de ESAT-6 foi aplicada, ndo foram observadas reagcdes
nesses animais. Dessa forma, as reagdes inespecificas desenvolvidas foram atribuidas aos
residuos do detergente tween 20 presente no tampdo utilizado para a purificagdo da
proteina.

CONCLUSAO

O coquetel de proteinas (PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1) produzidas em condigdes
nativas induziu resposta intradérmica em Cavia porcellus sensibilizados com M. bovis
inativado. Assim como a proteina ESAT-6, em condi¢des nativas. Tais respostas, embora
presentes, ainda ndo fazem com que essas proteinas recombinantes representem uma
alternativa ao teste intradérmico com PPD bovino.
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Fig. 1. Fluxograma da distribuicdo dos animais (Cavia porcellus) nos grupos
experimentais e os respectivos indculos aplicados via intradérmica.
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Fig.2. Tamanho médio das reagdes intradérmicas em Cavia
porcellus sensibilizados e ndo sensibilizados com Mycobacterium
bovis, utilizando as proteinas PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1
recombinantes purificadas em condigdes nativas (160 pg) e
coquetel (40 pg de cada). * Diferenga significativa entre animais
sensibilizados e ndo sensibilizados pelo teste t de Student.
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Fig.3. Comparacdo do desempenho da proteina ESAT-6 submetida a duas condi¢des de
purificagdo em estimular reacdo no teste intradérmico. A: Proteina purificada em
condig¢des nativas; B: Proteina purificada em condi¢des desnaturantes.
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Fig.4. Compara¢do entre as reagdes intradérmicas médias (mm) desencadeadas pelas
diferentes concentracdes da proteina ESAT-6 (6, 12, 24, 48 ng) purificada em condig¢des
nativas quando aplicadas em teste intradérmico em Cavia porcellus sensibilizados com M.
bovis.
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RESUMO

O teste intradérmico com derivados proteicos purificados (PPD) de Mycobacterium bovis tem sido
utilizado para o diagnostico da tuberculose bovina. No entanto, devido a problemas relacionados
principalmente a especificidade desta mistura de proteinas, a busca por melhores antigenos e mais
especificos € necessaria. No presente estudo as proteinas recombinantes de M. bovis ESX-1,
Mb0143, PE5 e PE13 foram avaliadas como antigenos no teste intradérmico pela primeira vez em
bovinos. Vinte e quatro animais sensibilizados e cinco ndo sensibilizados com a cepa AN5
inativada de M. bovis foram injetados, simultaneamente, com cada proteina recombinante, um
coquetel com todas as proteinas, PPD M. bovis, PPD M. avium e salina. Apenas as proteinas ESX-
1, Mb0143 e PE5 foram capazes de diferenciar bovinos sensibilizados e ndo sensibilizados quando
320 pg de proteina foi utilizada e a leitura realizada em 24 horas ap6s a injecdo. ESX-1 e PE5
exibiram niveis de sensibilidade de 83,33% e especificidade de 100% e 80%, respectivamente. Os
resultados do presente estudo sugerem que as proteinas recombinantes tém potencial para serem

avaliadas como antigenos em ensaios de teste intradérmico em bovinos.

Palavras chave: tuberculose bovina, teste intradérmico, proteinas recombinantes

Key words: bovine tuberculosis; skin test, recombinant proteins
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INTRODUGCAO

A tuberculose bovina é uma doenca de importancia econémica e zoondtica causada por
membros do complexo Mycobacterium tuberculosis, em particular por Mycobacterium bovis
(Wobeser 2009, Michel et al 2010). Programas de controle e erradicacdo dessa enfermidade
envolvem a detecgdo e eliminagio de animais infectados (Brasil 2006, Alvarez et al 2012), com
base principalmente na resposta imune mediada por células (McNair et al 2007, Good e Duignan
2011), avaliada por meio de teste intradérmico e deteccao de interferon gama (IFN-y) (Rothel et al
1992).

O teste intradérmico envolve a mensuracdo do aumento da espessura da dobra de pele 72 h
ap6s a injecdo intradérmica de extratos micobacterianos, denominados derivados proteicos
purificados (PPD). No entanto, devido a complexidade destes reagentes e o compartilhamento de
componentes antigénicos entre micobactérias patogénicas e ndo patogénicas, o PPD nem sempre
permitem a discriminacdo entre bovinos infectados com M. bovis e ndo infectados, sensibilizados
por micobactérias ambientais e Mycobacterium avium subsp. avium ou M. avium subsp.
paratuberculosis (Waters et al 2004, Pollock et al 2005, Schiller et al 2010). Assim, a comparagao
com a resposta ao PPD M. avium é frequentemente utilizada para facilitar a discriminacéo entre
animais infectados por M. bovis e aqueles expostos a micobactérias ambientais (Pollock et al
2005).

Apesar da ampla utilizacéo deste ensaio, os relatos de sensibilidade variam de 68 a 95%, ao
passo que a especificidade (para o teste cervical comparativo) varia de 96 a 99% (Monaghan et al
1994, Whelan et al 2004, De la Rua-Domenech et al 2006). Além disso, ha sugestes de que as
inoculagdes de PPD podem sensibilizar os animais afetando o resultado de testes intradérmicos
subsequentes (Thom et al 2004, Coad et al 2010). A complexidade do PPD, a presenca de
componentes de reacdo cruzada e a baixa especificidade estimularam a pesquisa por novos
antigenos e ensaios de diagnostico especificos para M. bovis (Pollock et al 2005, Aagaard et al
2010).

Nos ultimos anos, um grande numero de proteinas de M. bovis foram purificadas e
caracterizadas (Harboe et al 1996, Wiker et al 1998, Rhodes et al 2000, Mustafa et al 2006,
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Sidders et al 2008, Jones et al 2010). No entanto, apenas algumas foram avaliadas como antigenos
em teste intradérmico em bovinos, tais como ESAT-6 (Pollock et al 2003, Whelan et al 2010,
Flores-Villalva et al 2012), CFP10, MPB70 e MPB83 (Whelan et al 2010). Embora resultados
promissores tenham sido observados com o uso de ESAT-6 e CFP10, individualmente (Pollock et
al 2003), ou em combinacdes (Whelan et al 2010, Casal et al 2012), ndo ha evidéncias suficientes,
até o presente, para justificar a substituicdo do PPD tradicional por estas proteinas recombinantes,
principalmente devido a problemas relacionados com sensibilidade (Pollock et al 2003, Whelan et
al 2010). Jones et al (2012) relataram um nivel de sensibilidade de 87,5% e especificidade de
97,6%, utilizando um coquetel de ESAT-6/CFP10/Rv3615c com a adi¢cdo de Rv3020c. Whelan et
al (2010) relataram uma sensibilidade e especificidade de 73,6% e 100%, respectivamente,
utilizando um  coquetel de proteinas recombinantes constituidos por ESAT-
6/CFP10/MPB70/MPB83. Assim, existe uma necessidade de avaliar outras proteinas

recombinantes de M. bovis em testes cutaneos em bovinos.

O objetivo do presente estudo foi avaliar as proteinas ESX-1, Mb0143, PE5, PE13 e
TB10.4 recombinantes como antigenos na diferenciacdo de bovinos experimentalmente

sensibilizados por M. bovis de animais nao sensibilizados.

MATERIAL E METODOS

Aspectos éticos

O uso de animais foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Brasil (protocolo 321/11). Todos os experimentos foram
realizados em conformidade com as normas e regulamentos internacionais para experimentacéo

com animais.
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Sensibilizacdo dos bovinos

Foram utilizados bovinos da raca Caracu (n = 29), com cerca de 24 meses de idade, peso
médio de 408 kg, criados na Embrapa Gado de Corte, Campo Grande, MS, Brasil. Os animais
foram selecionados a partir de um rebanho sem historia clinica ou patoldgica de tuberculose e
negativos em ELISA com base nos antigenos recombinantes P27 e MPB70 de M. bovis, de acordo
com o descrito por Farias et al (2012). Vinte e quatro animais foram sensibilizados por via
subcutanea na regido do pescogo com 10 mg de extrato de M. bovis AN5 (LANAGRO - MAPA,
Brasil) inativado por calor (96 - 105° C durante 30 min). Além disso, 0s cinco animais restantes
foram inoculados apenas com solucdo salina estéril. A fim de evitar qualquer possibilidade de

sensibilizacdo dos animais experimentais, 0s mesmos nao foram submetidos ao teste intradérmico.

Amplificacdo dos genes

DNA de M. bovis (AN5) foi extraido a partir de culturas em meio Stonebrink, utilizando kit
comercial (Blood DNA Easy & Tissue Kit, Qiagen). Foram utilizados os primers que amplificam
para os genes, mb0143, pe5, pel3 e tb10.4 conforme descrito por Souza et al (2012) e os primers
(forward: 5> TATCAATTCGGGGACGTCGACGCTCACG 3> e  reverse: 5
GGCGCTGTCGGTTTGTGCCATGTTGTTG 3’) para o gene esx-1, desenhado usando o
programa PrimerSelect (DNASTAR).

As reacOes em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em volume final de 25 pl
contendo 20 mM de Tris HCI (pH 8,4), 50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, 250 mM de cada
dNTP, 100 ug de cada primer, 0,2 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 50 ug de DNA de M.
bovis. O protocolo de amplificacdo foi o seguinte: 95°C por 4 minutos, seguidos de 30 ciclos a
95°C por 1 minuto (desnaturacdo), anelamento por 30 segundos a 56°C (pe5), 58°C (pel3, th10.4),
64°C (mb0143) e 65°C (esx-1), extensdo por 30 segundos a 72°C. Uma etapa de extensao final foi
realizada a 72°C por 4 min.
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Clonagem dos genes, producdo e avaliacdo das proteinas recombinantes.

Apods amplificacdo, os genes foram clonados inicialmente no plasmideo pGEM-T Easy
(Promega), seguindo as instrucbes do fabricante. Posteriormente os genes foram subclonado em

pET47-b (Novagen), exceto th10.4, que foi subclonado em pET28-a (Novagen) em sitio de EcoRI.

Escherichia coli Rosetta foi utilizada como célula hospedeira para todas as construcoes de
DNA. A inducdo da expressdo dos genes foi realizada utilizando 1 mM/mL de isopropil-p-D-
galactopiranosido (IPTG) em 500 ml de Luria-Bertani caldo contendo 50 ug/ml de cloranfenicol e
30 ug/ml de canamicina, a 30 °C durante 4 h a 200 rpm. A expressao dos genes foi confirmada por
eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE) e Western-
blot com anticorpo monoclonal anti-6x-histidina (Sigma).

As proteinas recombinantes foram solubilizadas com 6 M de guanidina HCI e purificadas
em condicBes desnaturantes por cromatografia de afinidade, utilizando resina de agarose-niquel
His-trap HP (GE Healthcare), seguindo as instru¢bes do fabricante. As proteinas recombinantes
foram dialisadas com PBS a 4 °C durante 72 h e as concentra¢fes foram determinadas por
comparacdo com concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina em SDS-PAGE, utilizando

o software de anélise de imagem Lablmage v.3.3.2 (Loccus, Brasil).

As massas moleculares das proteinas recombinantes foram analisadas por espectrometria
de massas (MALDI-TOF) utilizando espectrometro Autoflex 111 (Bruker Daltonics). Para tanto, as
proteinas foram homogeneizadas com a matriz 2,5-di-hidroxibenzoéico (Sigma-Aldrich) e os
espectros foram adquiridos ap6s 1000 disparos de laser no modo linear positivo sob calibracéo

externa com calibradores ProteoMass (Sigma).

As proteinas recombinantes utilizadas neste estudo, com exce¢cdo de ESX-1, foram
previamente avaliadas por ELISA e foram reconhecidas por anticorpos (IgG - Sigma) de bovinos

naturalmente infectados por M. bovis, de acordo com o descrito por Souza et al (2012).
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Teste intradérmico

Sessenta dias apds a sensibilizacdo, os bovinos foram separados em trés grupos. Dois
grupos compostos por 12 bovinos sensibilizados cada e um terceiro grupo constituido por cinco
animais ndo sensibilizados. Todos os animais receberam uma inoculagédo intradérmica de 100 ug
de PPD de M. bovis (3250 Ul) e 50 ug de PPD de M. avium (2500 1U) em volume de 0,1 ml, de
acordo com o regulamento técnico do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose
e Tuberculose Animal (PNCBT) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brasil
2006). Todos os PPDs foram fornecidos pelo Instituto de Tecnologia do Parand - TECPAR
(Curitiba, Brasil).

O primeiro grupo de animais sensibilizados recebeu 160 ug de cada proteina recombinante
(ESX-1, Mb0143, PE5, PE13 e TB10.4), um coquetel contendo 32 ug de cada proteina e salina
estéril em volume final de 0,16 ml . O segundo grupo de bovinos sensibilizados recebeu 320 ug de
cada proteina recombinante, um coquetel contendo 64 pg de cada proteina e salina em volume
final de 0,32 ml. Trés animais ndo sensibilizados receberam todos os indculos de proteinas em
volume final de 0,16 ml e dois em volume final de 0,32 ml. As concentra¢cdes de proteinas
utilizadas neste experimento foram estabelecidas com base em avaliagGes anteriores em Cavia

porcellus (dados ndo mostrados).

Nove pontos de inoculacdo intradérmica foram estabelecidos em cada animal, quatro em
um lado e cinco no outro lado do pescoco, com uma distancia de aproximadamente 15 cm entre 0s
locais de inoculacdo. Os pontos de inoculacdo foram alternados sistematicamente em cada animal

para minimizar qualquer viés relacionado ao local da inoculagéo.

Os resultados foram expressos como a diferenca na espessura da dobra da pele, em
milimetros (mm), entre a pré e pds-inoculacdo, em intervalos de 24, 48 e 72 h apds as inoculacbes
intradérmicas. Os técnicos que realizaram as inoculacGes e medicBes ndo receberam quaisquer
informacdes sobre a natureza dos indculos e a identidade dos pontos de inoculagdo durante as
medicdes. O teste intradérmico cervical comparativo foi interpretado com base nas normas
técnicas do PNCBT / Brasil (reagdes positivas = A espessura da dobra da pele para PPD M. bovis —

PPD M. avium > 4mm).
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Analise estatistica

O aumento da espessura da dobra da pele (em mm) de cada combinacgéo (proteina /concentracéo /
tempo de leitura pds-inoculacdo) foi comparada com as respectivas medi¢Ges nos animais ndo
sensibilizados utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Diferencas na espessura da
dobra cutanea entre os animais ndo sensibilizados inoculados com 0,16 ml ou 0,32 ml também
foram analisadas usando o teste de Mann-Whitney. A sensibilidade e especificidade das melhores
combinagfes (proteina /concentracdo /tempo de leitura), resultando em diferenca significativa
entre 0s bovinos sensibilizados e ndo sensibilizados, foram interpretados usando um ponto de corte
> 1mm, conforme utilizado por Whelan et al (2010), também em experimento com proteinas
recombinantes em bovinos. Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. A analise estatistica foi realizada utilizando BioEstat version 5.0 (Sociedade

Mamiraua, Belém, Brasil).

RESULTADOS

A expressdo dos genes mb0143, pe5, pel3, th10.4 e esx-1 foi determinada por SDS-PAGE
e Western blot. No Western blot, todas as proteinas recombinantes foram reconhecidas pelo
anticorpo monoclonal anti-6x-histidina, confirmando, assim, a expressdo dos genes. As massas
moleculares das proteinas recombinantes foram confirmadas por espectrometria de massas
(MALDI-TOF), revelando massa de 18,4, 20,4, 15,8, 17,3 e 13,9 kDa para as proteinas ESX-1,
Mb0143, PE5, PE13 e TB10.4, respectivamente.

Os animais sensibilizados por M. bovis utilizados neste experimento apresentaram elevada
resposta cutanea ao PPD M. bovis (mediana = 17,75 milimetros; intervalo interquartil = 16,8-
21,0). Todos foram considerados positivos ao teste intradérmico cervical comparativa,
interpretados com base na atual legislacdo brasileira (Brasil, 2006). Os bovinos néo sensibilizados
apresentaram uma resposta fraca a PPD M. bovis (mediana = - 0,6 mm; intervalo interquartil = -
1,2 a1,0) e todos foram negativos com base nos mesmos critérios de interpretacdo (A espessura da

dobra da pele > 4 mm, 72 h apds a inoculagdo). As respostas ao PPD M. avium mostraram um
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aumento médio da espessura da dobra de pele de 0,4 mm (intervalo interquartil = -0,85 a 0,95) nos
animais ndo sensibilizados e de 3,5 mm (intervalo interquartil = 2,5 a 4,2) nos bovinos
sensibilizados. Ndo houve diferenca significativa (P> 0,05) entre os ndo sensibilizados, inoculados

com 0,16 ou 0,32 ml. Deste modo, estes animais foram analisados como um grupo Unico.

Diferencas significativas no aumento da dobra da pele entre bovinos sensibilizados por M.
bovis (n = 12) e ndo sensibilizados (n = 5) foram observadas apenas com as proteinas ESX-1 (p =
0,039, IC 95% -0,136 a 2,036), Mb0143 (p = 0,039, 95% CI 0,054-1,409) e PE5 (p = 0,030, IC
95% 0,727-2,781), quando 320 ug de proteina foi utilizada e a leitura realizada ap6s 24 horas
(Figura 1).

A Tabela 1 mostra a sensibilidade e a especificidade dos antigenos ESX-1, Mb0143 e PE5
(320 ng / 24 h) no teste intradérmico em comparac¢do com o PPD bovino para diferenciar entre

animais sensibilizados e ndo sensibilizados, com base em critério de interpretacdo > 1 mm.

A Figura 2 mostra a comparacdo de tamanho das reacdes cutaneas para PPD M. bovis
(leitura apds 72 horas) e ESX-1, Mb0143 e PE5 (leitura ap6s 24 h). Diferencas significativas (p =
0,001) foram encontradas entre a espessura da dobra da pele produzida por PPD M. bovis em

relagdo as proteinas recombinantes.

Ao final do experimento todos os animais utilizados foram abatidos e lesdes sugestivas de

tuberculose bovina ndo foram encontradas durante inspecdo de carcacas em abatedouro oficial.

DISCUSSAO

ESAT-6 e CFP10 sdo duas proteinas importantes para o diagnéstico da tuberculose bovina
por meio do teste intradérmico e IFN-y (Vordermeier et al 2001, Aagaard et al 2003; Waters et al.,
2004; Aagaard et al 2006, Whelan et al 2010, Casal et al 2012). Apesar dos resultados
promissores obtidos atraves da utilizacdo de ESAT-6 e combinacdes de ESAT-6 e CFP10 em
estudos anteriores (Pollock et al 2003, Whelan et al 2003, Whelan et al 2010, Casal et al 2012),

ndo ha nenhuma evidéncia suficiente até 0 momento que apoie a substituicdo do PPD tradicional
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por essas proteinas recombinantes, demonstrando que é necessario avaliar outras proteinas como

antigeno.

No presente estudo, as proteinas ESX-1, Mb0143, PE5, PE13 e TB10.4 foram avaliadas
pela primeira vez em teste intradérmico em bovinos. E apenas ESX-1, Mb0143 e PE5 (320 ug / 24
h) induziram diferencas significativas entre os bovinos sensibilizados e n&o sensibilizados.
Leituras realizadas ap6s 48 e 72 horas ndo possibilitaram diferenciacdo entre animais
sensibilizados e ndo sensibilizados por M. bovis. Estes resultados indicam a possibilidade de
realizar o teste intradérmico em um tempo menor do que o praticado com PPD M. bovis,
considerando as recomendacdes do PNCBT (Brasil 2006). No entanto, os animais utilizados neste
experimento foram sensibilizados artificialmente com a cepa AN5 inativada de M. bovis e a
resposta de hipersensibilidade tardia (DTH) pode ser diferente da resposta observada nos bovinos
infectados naturalmente, especialmente na fase crénica da infeccdo (Cockle et al 2006).

Em avaliacbes anteriores de proteinas recombinantes como antigenos em teste
intradérmico em bovinos, apenas animais infectados experimentalmente (Pollock et al 2003), ou
naturalmente infectados (Whelan et al 2010, Casal et al 2012) foram utilizados. No presente
estudo, foram utilizados pela primeira vez animais sensibilizados. Embora a realizacdo do teste de
reacdo cutdnea em bovinos infectados experimentalmente com M. bovis virulento seja o ideal, o
modelo utilizando a sensibilizacdo com uma inoculacdo subcutanea da cepa inativada AN5 de M.
bovis foi adequada, uma vez que uma intensa resposta foi observada contra PPD de M. bovis em
todos os animais sensibilizados. Este método representa uma alternativa interessante para a

triagem de antigenos em testes de reacdo cutanea em bovinos.

No presente estudo, ESX-1 e PE5 exibiram niveis de sensibilidade de 83,3% (10/12), e
especificidade de 100% (5/5) e 80% (4/5), respectivamente, utilizando um ponto de corte > 1 mm.
Com base nos mesmos critérios de interpretacdo, Whelan et al (2010) relataram um nivel de
sensibilidade de 73,6% e especificidade de 100%, utilizando um coquetel de proteinas (ESAT-6,
CFP10, MPB70 e MPB83) em bovinos naturalmente infectados por M. bovis, enquanto que Jones
et al (2012) relataram 75% e 87,5% de sensibilidade, utilizando uma combinagéo de peptideos no
coquetel ESAT-6/CFP10/Rv3615c e ESAT-6/CFP10/Rv3615¢/Rv3020c respectivamente e 97,6%
de especificidade com ambos os coquetéis. Recentemente, Xin et al (2013) relataram uma

sensibilidade e especificidade de 94,02% e 95,2% respectivamente, usando 0 mesmo critério de
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interpretacdo (ponto de corte > 1 mm) e um coquetel de proteinas composto por CFP10/ESAT-
6/TB10.4.

Embora animais artificialmente sensibilizados tenham sido utilizados no presente estudo, e
como mencionado acima, a resposta imunoldgica possa ser diferente de bovinos infectados
naturalmente, os parametros de sensibilidade e especificidade observados para ESX-1 e PE5 foram
muito semelhantes aos observados em outros ensaios de reatividade cutdnea com proteinas
recombinantes (Whelan et al 2010, Jones et al 2012). Estes resultados sdo muito interessantes,
uma vez que ESX-1 é uma proteina secretada, membro da familia da ESAT-6 (M. tuberculosis
subfamilia 9.9) (Jones et al 2012), e talvez, a sua inclusdo em um coquetel de proteinas,
juntamente com ESAT-6 e CFP10 possa melhorar a sensibilidade e especificidade do teste
intradérmico para diagnostico da tuberculose bovina. Por outro lado, PE5 é um membro da
familia de PE que se encontra presente na parede celular micobacteriana, e é considerada,
juntamente com TB10.4 e PE13 um antigeno altamente especifico em testes de IFN-y (Aagaard et
al 2006). Embora Mb0143 também seja considerado um antigeno satisfatério em ensaios de IFN-
Y, para identificar bovinos infectados experimentalmente (Meikle et al 2009), os niveis de
sensibilidade apresentados no presente estudo para testes de reatividade cutanea em bovinos néo

foram satisfatorios.

No presente estudo, a combinacdo de antigenos em um coquetel ndo favoreceu a
diferenciacdo entre bovinos sensibilizados e ndo sensibilizados, embora algumas proteinas
individualmente tenham permitido tal diferenciacdo. Uma explicacdo definitiva para estes
resultados ndo € conhecida. No entanto, a quantidade de cada proteina injetada na forma de
coquetel (32 ou 64 ug / proteina), em contraste com a quantidade utilizada individualmente (160
ou 320 ng / proteina) pode ter influenciado estes resultados. Além disso, Kalra et al (2010)
propuseram que a interacdo proteina-proteina e a sua imunocompatibilidade, em termos de
reconhecimento por diferentes alelos do complexo de imunocompatibilidade principal (MHC)

devem ser consideradas antes de combinar dois ou mais antigenos.

Resultados inconsistentes tém sido observados em diferentes estudos com relacdo a
quantidade de proteina necessaria para produzir uma resposta de hipersensibilidade tardia
perceptivel em bovinos. A utilizacdo de 10 pug (Whelan et al 2010) ate 400 ug (Pollock et al 2003)

de proteina recombinante tém sido relatadas. No presente estudo, a quantidade de proteina
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avaliada (160 e 320 nug) foi baseada em uma avaliacdo anterior em Cavia porcellus e diferencas
significativas na espessura da pele entre sensibilizados e ndo sensibilizados por M. bovis foram

observadas apenas quando 320 ug de ESX-1, Mb0143 ou PE5 foram utilizados.

Apesar da diferenca significativa entre a espessura da dobra de pele produzida pelo PPD M.
bovis em relacdo as proteinas recombinantes, foi possivel diferenciar sensibilizados e nao
sensibilizados com as proteinas ESX-1 e PE5, com niveis satisfatorios de sensibilidade e
especificidade. Diferencas significativas na magnitude das reacdes induzidas por PPD M. bovis e
proteinas recombinantes também tém sido relatadas em outros estudos (Pollock et al 2003,
Whelan et al 2010), e consequentemente, pontos de corte de apenas alguns milimetros, tem sido
utilizados para interpretar as reagdes por proteinas recombinantes ou peptideos sintéticos (Pollock
et al 2003, Whelan et al 2010, Casal et al 2012, Jones et al 2012). No presente estudo, a mediana
do aumento da espessura da dobra da pele nas reacdes ao antigeno Mb0143 foi de apenas 0,5 mm
(intervalo interquartil = 0,25 a 1mm), enquanto que os valores médios foram de 1,2 mm (intervalo
interquartil = 0,87 e 1,82 mm) para ESX-1, e 1,95 mm (intervalo interquartil = 1,15 - 2,52 mm)
para PE5. Embora uma completa explicagdo para estes resultados ndo esteja clara, 0s componentes
ndo proteicos (lipideos e carboidratos) da parede celular micobacteriana (Pollock et al 2003) e até
mesmo o solvente do PPD devem exercer uma grande influéncia sobre a discrepancia entre as
reacGes. Uma alternativa possivel para resolver este problema seria a utilizacdo de um adjuvante

para aumentar a magnitude das respostas contra as proteinas recombinantes.

Em experimentos com proteinas recombinantes produzidas em E. coli, a contaminacao por
endotoxinas deve ser considerada como um possivel indutor de reacdes cutaneas inespecificas.
Embora os niveis de endotoxina nas amostras de proteinas recombinantes utilizadas nesse estudo
nédo tenham sido quantificados, a influéncia desta toxina nas reagdes cutaneas observadas nao foi
importante. A espessura da dobra de pele induzida pelas proteinas recombinantes ESX-1, Mb0143
e PE5 (24 h poés-injecdo) em animais ndo sensibilizados ndo apresentaram diferencas

significativas, ao teste de Mann-Whitney, em relacdo as rea¢des induzidas por salina.

Os resultados desta comparacdo sugerem que as reacdes observadas nos animais
sensibilizados séo especificas para as proteinas recombinantes e ndo devido a endotoxinas ou outra
contaminagdo por proteinas de E. coli. Além disso, reagBes ndo especificas devidas a

sensibilizacdo com micobactérias ambientais sdo também pouco provaveis, uma vez que, a reacao
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cuténea induzida por PPD M. avium nos animais ndo sensibilizados foi insignificante. As reacoes
entre os animais sensibilizados foram consistentes com os resultados de Almeida et al (2006)
(mediana = 6,15 mm, intervalo interquartil = 3,87 - 7,77 mm) em bovinos sensibilizados por M.

bovis AN5 inativado e ndo reativos para M. avium no teste de IFN-y.

Outro ponto importante nos resultados obtidos no presente estudo esta relacionado com o
momento em que as reagdes induzidas pelas proteinas recombinantes atingiram seu pico (24 h p6s-
injecdo). O aumento na espessura da dobra da pele induzida por PPD normalmente atinge um pico
apos 72 h e tem sido observado que a proteina recombinante ESAT-6 tambeém (Pollock et al 2003,
Whelan et al 2010). Isto ndo foi observado para qualquer das proteinas utilizadas no presente
estudo. Imunologicamente, uma resposta de hipersensibilidde tardia (DTH) € uma reacédo
inflamatdria local mediada por células T que se desenvolve durante 24-72 h e DTH em bovinos
com pico maximo em 24 h tem sido relatada (Hernandez et al 2005). Portanto, ndo € possivel
excluir a hipotese de que as reacOes observadas no presente estudo foram reacdes de
hipersensibilidade tardia. No entanto, uma confirmac&o incontestavel apenas seria possivel através
da realizacdo da analise histoldgica dos locais de inoculagéo.

O estudo com bovinos sensibilizados experimentalmente com M. bovis inativado,
utilizados pela primeira vez nesse estudo, representou uma altenativa segura para estudos
relacionados a tuberculose bovina por empregar bacilo inativado e permitiram a triagem de
proteinas recombinantes com potencial para antigeno em teste intradérmico. Dentre as proteinas
recombinantes avaliadas como antigeno, ESX-1 e PE5 induziram reages cutaneas que permitiram
a diferenciagdo de bovinos sensibilizados artificialmente de n&o sensibilizados em teste
intradérmico. Recomendamos que as proteinas ESX-1 e PE5 sejam avaliadas em animais
naturalmente infectados em estudos futuros para verificar o desempenho das mesmas em bovinos

com diferentes estagios da tuberculose.
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ABSTRACT

The skin test with purified protein derivatives (PPDs) from Mycobacterium bovis has been used
for the diagnosis of bovine tuberculosis. However, due to the suboptimal specificity of this protein
mixture, improved tests based on defined specific antigens are needed. In the present study,
recombinant proteins from M. bovis were evaluated as antigens in the skin test. Among these
proteins, ESX-1, Mb0143, PE5, and PE13 are antigens tested for the first time in skin test on
cattle. Sensitized and non-sensitized cattle to the inactivated AN5 strain of M. bovis were
simultaneously injected with each recombinant protein, a cocktail with all recombinant proteins,
M. bovis PPDs, M. avium PPDs and saline. Only the proteins ESX-1, Mb0143 and PE5 were able
to differentiate sensitized and non-sensitized cattle when 320 pg of protein was used and the
reading done 24 hours post-injection. ESX-1 and PE5 exhibited a sensitivity level of 83.33% and
specificity of 100% and 80% respectively. The results of the present study suggest that the

recombinant proteins have potential to be assessed as antigens in skin tests in cattle.
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Tabela 1. Sensibilidade e especificidade a um ponto de corte especifico para as
proteinas recombinantes (ESX-1, Mb0143, PE5) e PPD em teste intradérmico

em bovinos.
Antigeno Sensibilidade  Especificidade Ponto de corte (mm)
ESX-1 83,33% 100% >1
Mb0143 33,33% 80% >1
PE5 83,33% 80% >1
PPD bovino* 100% 100% > 4,0**

*PPD M. bovis utilizado em teste intradérmico cervical comparativo
**Ponto de corte padrdo PNCBT-Brasil.
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Figura 1. Resposta cutdnea as proteinas recombinantes de M. bovis, utilizadas
individualmente ou em coquetel e PPD de M. bovis; resposta mensurada em animais
sensibilizados por M. bovis (m) ¢ nao sensibilizados (0); as letras representam as
quantidades de proteina inoculadas e o tempo de leitura: a) 160 pg/ 24 h; b) 320 pg/ 24
h; ¢) 160 pg/ 48 h; d) 320 pg/ 48 h; e) 160 pg/ 72 h; f) 320 pg/ 72 h; (e) representam

outliers; (*) indicam diferenca significativa entre bovinos sensibilizados e néo
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Figura 2. Comparacdo da mediana das respostas cutaneas
induzidas por PPD bovino, ESX-1, Mb0143 e PE5
recombinantes em 12 bovinos sensibilizados por M. bovis
ANS5 inativado. A diferenca estatistica entre os antigenos foi
determinada pelo teste de Mann-Whitney (*P <0,05; **P
<0,001).
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