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Determinacao da imunogenicidade de proteinas de
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estado de Goias, Brasil
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Resumo

A tuberculose bovina persiste em vérios paises como ameagca a saide dos rebanhos apesar dos esfor¢os dispensados ao
controle e erradicagdo da doenca. O objetivo deste trabalho foi elucidar quais seriam as proteinas mais imunogénicas
e, portanto, com potencial de serem utilizadas em novos testes de diagnostico bovino da tuberculose. Amostras de
soro obtidas de animais reatores e nio reatores ao teste de tuberculinizacdo intradérmica foram avaliados quanto
ao reconhecimento de antigenos proteicos de Mycobacterium bovis, isolado de bovino no Estado de Goids. A
imunogenicidade das proteinas de M. bovis foi obtida por meio da técnica de Western blot. A maioria dos bovinos PPD
positivos (67,92%) reconheceu o antigeno de 26kDa, sugerindo o seu uso potencial no desenvolvimento de um ensaio
soroldgico para a tuberculose bovina.
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Abstract

Bovine tuberculosis, persists in several countries as a threat to health of the herds despite the efforts given to the
control and eradication of the disease. In order to detect immunogenic proteins with a potential to be used in a bovine
tuberculosis diagnosis test, serum samples obtained from reactors and no reactors to intradermal tuberculin test,
were evaluated for reactivity to Mycobacterium bovis antigens from a bacilli originated in Goids — Brazil. The proteins
immunogenicity from M. bovis was obtained by Western blot according to the molecular weight profile. The majority
of the PPD positive bovine (67.92%) recognized a protein with 26kDa, suggesting the use of this protein in a serological
test for bovine tuberculosis.
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Introducao

O Mpycobacterium bovis, agente etiologico da tu-
berculose nos bovinos, provoca perdas econémicas
consideraveis vinculadas a restricdo ao comércio dos
produtos agropecuarios e ao custo dispensado a im-
plementagio de programas de erradicagao da doenga
em varias partes do mundo'.

A estratégia atual de controle da enfermidade base-
ada no teste de tuberculiniza¢do intradérmica preco-
nizada pela Organizagdo Mundial de Saude Animal
(OIE) tem apresentado falhas em detectar todos os

animais doentes, por isso, esfor¢os sao feitos no senti-
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do de se encontrar novas formas de diagnostico para
a doenca nos bovinos. Apesar de estudos mostrarem
uma relacdo inversa entre a imunidade celular e hu-
moral durante a progressio da doenc¢a’, testes de

diagndstico baseado em anticorpos tém sido ampla-
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mente pesquisados, principalmente por auxiliar na
detecgao de animais negativos ao teste de tuberculini-
zagdo intradérmica com derivado proteico purificado
(PPD negativos) ou anérgicos devido ao estagio da
doenga.

Lyashchenko et al.* afirmaram que ensaios sorolégi-
cos seriam tteis ao diagndstico da tuberculose por se-
rem geralmente simples, rdapidos e de custo reduzido.
Entretanto, para que fossem eficazes, seria necessaria
a utilizagdo de antigenos estritamente relacionados ao
agente etiologico a fim de melhorar a especificidade
do ensaio.

Visando contribuir com o controle da doenga nos
rebanhos, o presente estudo focou-se na identificacio
de proteinas imunogénicas de Mycobacterium bovis
isolados no estado de Goias — Brasil, com potencial
de serem utilizadas em pesquisa de diagndstico soro-

légico da tuberculose bovina.

Material e Método

O M. bovis foi obtido a partir de linfonodos subesca-
pular e submandibular de quatro bovinos eutanasiados e
autopsiados a campo apos diagndstico positivo ao teste
intradérmico. O material foi processado, homogeneiza-
do, suspendido, centrifugado e descontaminado confor-
me o método de Petroff’. Foi semeado em meio Stone-
brink a 37°C e o crescimento foi observado a partir de
21 dias.

A técnica de extragdo do DNA foi realizada confor-
me citado por Van Embden et al.%. Para extragdo do
DNA genomico, as amostras das quatro culturas fo-
ram colocadas em tubo.

A técnica foi realizada conforme descrito por Ka-
merbeek et al” Com reagdes de 50uL, contendo
agua ultra pura, tampao de reagdo, dNTP (1,25mM),
10pmol de cada oligonucleotideo, 50mM de MgCl,
10mM de Tris-HCI (pH 8,3), iniciador (DRa 5'GGG-
TTTGGGTCTGACGAC-3' em DRb
5'-CCGAGAGGGGACGGAAAC -3'), TAQ polime-

biotinado
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rase (1,25 unidades) elpL DNA. O ciclo empregado
na PCR foi: desnaturagao a 96 °C por 3 min., 30 ve-
zes do ciclo de amplificagdo, 96 °C por 1min., 55 °C
por 1 min. e 72 °C por 30 seg., seguido de um ciclo
de extensdo final de 72 °C por 10 min. Apds a am-
plificagdo, 20uL do produto de PCR foi adicionado
em 170puL de 2X SSPE/0,1% SDS (20X SSPE: 0,2M
NaHPO,, 3,6 M de NaCl, 20Mm de EDTA), feita
a desnaturagao a 99 °C por 15min. e colocado ime-
diatamente em gelo para se evitar a reassociacao das
fitas. A membrana foi entdo sensibilizada lavando-a
com 2X SSPE 0,1% SDS a 60 °C durante 5 min. e ajus-
tada no miniblotter de modo a ficar com a linha de
aplicacdo das sondas perpendicular a das amostras.
Apds a aplicacao das amostras, foi feita a hibridizacao
por 60 min. a 60 °C. Sequencialmente, a membrana
foi lavada por duas vezes com 2X SSPE/0,5% SDS/10
min. a 60 °C, resfriada em uma bolsa de hibridiza¢ao
e incubada com conjugado streptavidina-peroxidase
diluida em 2X SSPE/0,5% (etapa realizada a 42 °C/60
minutos). Novamente a membrana foi lavada duas ve-
zes em 2X SSPE/0,5% SDS/10 min. a 42 °C seguido
de mais duas lavagens em temperatura ambiente com
2XSSPE, apds, a membrana foi incubada com reagen-
tes de quimioluminescéncia/ 5 min. (ECL® Amersham
Pharmacia). A documentacéo foi realizada em filme
radiografico e a revelacdo com reagentes para radio-
grafia, seguindo a indicagao do fabricante. Os contro-
les positivos usados foram DNA cromossomal de M.
tuberculosis H37Rv e M. bovis BCG.

A analise dos espoligotipos foi baseada no cédigo
binario obtido conforme catalogado no banco de da-
dos do site mbovis.org.

As bactérias foram raspadas do meio de cultura e
maceradas em nitrogénio liquido até a obtengao de
um po6 fino. O produto foi transferido para um tubo
falcon contendo 2mL de Tris-EDTA 20mM, com
os inibidores de protease TLCK (Sigma Aldrich, St
Louis, EUA), PMSF (Sigma Aldrich, St Louis, EUA)
(20uL de cada) e alfafenotroina (60uL) e, em seguida,

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 5, p. 354-359, 2012



356

homogeneizado. A mistura antigénica foi aliquotada
(800uL/tubo), acrescida de tampao de amostra con-
tendo 2-mercaptoethanol (200puL/tubo) e inativadas a
85°C/20 min., em seguida, conservadas a temperatura
de - 20°C.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
foi realizada sob condi¢des redutoras como citado por
Laemmli®. Os géis foram preparados com uma solugao
de acrilamida (Sigma Aldrich, St Louis, EUA), Bis-acri-
lamida (Sigma Aldrich, St Louis, EUA), dgua destilada e
solugdo Trizma-base 0,75M pH 8,8, para gel de corrida e
Trizma 0,25 M pH 6,8 para gel de empilhamento. Ap6s o
preparo dos géis, uma aliquota do extrato antigénico to-
tal foi centrifugada por 10 min. a 6000 rpm e, em segui-
da, aquecida a 96 °C/5 min., e 150 pL. do sobrenadante
da amostra foi distribuido nas canaletas do gel de empi-
lhamento. A corrida ocorreu sob um campo elétrico de
70 volts até a entrada das amostras no gel de corrida e,
em seguida, o campo elétrico utilizado foi de 100 volts.
Foi utilizado padrao dual color de peso molecular (Pre-
cision Plus Protein, Bio Rad, USA) durante a corrida que
foi realizada em duplicata, sendo que um gel foi corado
com azul de comassie e o outro transferido para a mem-
brana de nitrocelulose. A amostra antigénica fracionada
foi entao transferida para a membrana de nitrocelulose
como descrito por Towbin, Stachelin e Gordon’. A efici-
éncia da transferéncia foi visualizada pelo uso do corante
Ponceau Red. As tiras foram bloqueadas com solugao de
leite em pd desnatado & temperatura ambiente e incu-
badas com amostras dos soros dos bovinos na diluicdo
1:100 em solugdo de bloqueio 2% por 2 horas a 37 °C.
Apos a lavagem em solucdo PBS tween 20 a 0,05%, as
tiras foram incubadas com anticorpo secundario con-
jugado-peroxidase anti-IgG bovino (Jackson Immuno
Reserch Laboratories, West Groove, USA) em solugido
bloqueadora por 1 hora na propor¢do 1:5000 e, poste-
riormente, reveladas.

Foi utilizado um painel de 93 amostras de soro bo-
vino, sendo 53 provenientes de animais PPD positivos

de fazendas localizadas no estado de Goids, Distrito
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Federal e Minas Gerais, e 40 provenientes de animais
PPD negativos, sendo qu e 20 amostras deste ultimo
grupo vieram de regido livre da tuberculose dos Esta-
dos Unidos da Améerica, gentilmente cedidas pelo Dr.
Ray Waters, USDA, e as outras 20, da mesma regido
do grupo dos PPD positivos. As outras amostras de
soro dos bovinos brasileiros foram enviadas pela Em-
presa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Recursos
Genéticos e Biotecnologia (EMBRAPA-CENARGEN)
e mantido o sigilo quanto as propriedades rurais de
origem. Todos os animais foram submetidos a prova
de PPD comparada para que fossem considerados po-

sitivos ou negativos.

Resultados

A revelagao radiografica da membrana de Spoligo-
typing das quatro cepas analisadas evidenciou mesmo
padrio de hibridizagdo com auséncia dos espagadores
39 a 43, caracteristica de todas as cepas de Mycobac-
terium bovis, e c6digo binario 1100000101111110111
101111000011111111100000 que possibilitou a iden-
tificagdo das cepas no site mbovis.org como sendo do
espoligotipo SB1145. A documentagao radiografica
pode ser visualizada na figura 1. Todas as cepas foram
idénticas e, por isso, apenas um isolado foi utilizado
para a caracterizagao da imunogenecidade.

Trés proteinas se mostraram mais evidentes no gel
de poliacrilamida, tendo aproximadamente 16, 26 e
40kDa (Figura 2).

O soro de bovinos PPD positivos identificou prote-
inas antigénicas diferentes das evidenciadas em SDS-
-PAGE e embora o padrdo de reconhecimento desses
antigenos tenha sido variavel com o reconhecimento
das proteinas de 16, 19, 26, 37, 50, 55, e 70kDa, duas
destas foram regularmente detectadas, que sdo as de
massa molecular de 19 e 26 kDa, sendo que a de apro-
ximadamente 26kDa, sugestiva de ser a MPB83, foi
a mais frequente dentre os antigenos desta pesquisa

(Figura 3).
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Figura 1 - Documentagio radiografica do padrdo de hibridizagao dos quatro
isolados de Mycobacterium bovis

Figura 2 - Gel de poliacrilamida da eletroforese, corado
com azul de comassie, evidenciando a separagao
das proteinas totais de Mycobacterium bovis

1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10 1112131415181?18193]212223\1

Controle +

Figura 3 - Imunoblot representativo das amostras dos animais PPD positivos
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O padrao de reconhecimento de antigenos de
M.bovis pelos anticorpos (IgG) do soro dos animais
PPD negativos avaliados pelo imunoblot identificou
a proteina de 35kDa em cinco (12,5%) das amostras
testadas e os anticorpos presentes no soro dos animais
de regido livre de tuberculose (controles negativos)
ndo apresentaram qualquer reatividade contra as pro-
teinas isoladas de M. bovis.

Bandas imunogénicas para as fragdes proteicas de
16, 19 e 37kDa foram observadas somente nos ani-
mais PPD positivos enquanto que as de 35 e 40kDa
foram reconhecidas apenas pelo soro de animais PPD
negativos. A frequéncia das bandas visualizadas entre

os dois grupos pode ser visto na tabela 1.

Discussao

A caracterizagdo molecular das cepas de M. bovis
possibilitou identificar que estas eram pertencentes ao
mesmo clone, o que pode ser justificado pelo fato de
terem sido isoladas de animais de uma mesma regido,
o que facilitaria a disseminagdo desta entre eles, ou
até mesmo devido a contaminacio durante o cultivo
no laboratério. A mesma cepa foi identificada em es-
tudos anteriores por Rosales', no estado de Sao Paulo
- Brasil e por Rodriguez et al." na regido de Castille
e Leon na Espanha. Entretanto, maiores estudos sao
necessarios a fim de que se conheca a origem desta
cepa SB1145.

Pesquisas anteriores também mostraram que a
resposta humoral é variavel e acompanha o proces-
so evolutivo da infec¢ao'>" o que justificaria os di-
ferentes padroes de bandas antigénicas encontradas
em diferentes fases de dissemina¢do da doenga'*".
Lyashchenko et al.* apds analisarem a cinética da
resposta de anticorpos contra proteinas especificas,
citaram ainda uma varia¢do no padrdo de imunodo-
minancia de antigenos durante o curso da infecgdo.
Entretanto, foi observado no presente estudo que

independentemente de se ter conhecimento sobre o
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Tabela 1 — Frequéncia absoluta e relativa
(%) das bandas expressadas
pelos animais PPD positivos
e PPD negativos evidenciadas
no imunoblot

Bandas PPD +* PPD - **
~16kDa 10 (18,86) 0
~19kDa 20 (37,73) 0
~26kDa 36 (67,92) 2 (5)
~35kDa 0 5(12,5)
~37kDa 5(9,43) 0
~40kDa 0 2(5)
~50kDa 10 (18,86) 2(5)
~55kDa 8 (15,09) 1(2,5)
~70kDa 5(9,43) 1(2,5)

Total de 53 animais avaliados, ** total de 40 animais
avaliados

estagio ou a via de infecgdo dos animais positivos ao
teste intradérmico, a maioria (67,92%) destes, apre-
sentaram sororeatividade contra a proteina de 26kDa
(MPB83).

Recentemente, pesquisas tém utilizado a protei-
na recombinante MPB83 em ensaios que combinam
diferentes antigenos como, por exemplo, o MAPIA
(Imunoensaio de Multiplos Antigenos Impressos) e o
ensaio de fluxo lateral, confirmando o MPB83 como
um dos mais promissores antigenos para sorodiag-
nostico da tuberculose nio s6 em bovinos, mas tam-
bém em varios animais silvestres'®".

A segunda proteina mais reconhecida pelos animais
PPD positivos no presente estudo foi a de 19kDa, su-
gerindo que esta imunogenicidade apresentada seja
resultante de reacido cruzada com micobactérias nao
tuberculosas, uma vez que trabalhos anteriores como
o de Huntley, Stabel e Bannantin'®, por exemplo, ci-
tam este antigeno como sendo altamente expresso por
Mycobacterium avim subsp. paratuberculosis causador
de enterite crénica conhecida como paratuberculose
ou doenca de Johne nos bovinos. Da mesma forma, a
proteina de 35kDa dos PPD negativos, também ¢é am-
plamente estudada em rebanhos com paratuberculose
e tem sido citada como importante fator de viruléncia

no inicio desta infec¢io.



Conclusao

Os resultados encontrados no presente estudo con-
tirmam o potencial da proteina de 26kDa (MPB83)
de Mycobacterium bovis no desenvolvimento de en-
saios para diagndstico soroldgico para a tuberculose
bovina, pois ficou demonstrada a imunogenicidade

desta proteina também entre os bovinos naturalmen-
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