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DIAGNOSTICO TRADICIONAL DA TUBERCULOSE BOVINA

Regulamentacao no Brasil
Programa Nacional de Controle e Erradicagao da Brucelose e
Tuberculose Animal (MAPA).

Diagnostico “ante-mortem”
» Testes intradermicos de tuberculinizagao.

Diagnostico “post-mortem”
* Inspecao sanitaria em tecidos e orgaos;
» LesOes sugestivas de tuberculose;
» Confirmacao da etiologia: cultura, bioquimica ou PCR.



DIAGNOSTICO TRADICIONAL DA TUBERCULOSE BOVINA a

Limitacoes dos testes tradicionais

Tuberculinizag¢ao intradérmica
» Detecta exclusivamente a resposta celular nos animais;
* Bovinos em avangado estagio de infecgcao: anergia.
* Animais falso-negativos no rebanho.



DIAGNOSTICO TRADICIONAL DA TUBERCULOSE BOVINA

Animal anéergico, falso-negativo na tuberculinizagcao
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DIAGNOSTICO TRADICIONAL DA TUBERCULOSE BOVINA

Limitacoes dos testes tradicionais

Tuberculinizag¢ao intradérmica
* Duas contengdes dos animais:
a) Leitura da dobra da pele e inoculacao da tuberculina;
b) Leitura da dobra da pele 72h depois.



DIAGNOSTICO TRADICIONAL DA TUBERCULOSE BOVINA




DIAGNOSTICO TRADICIONAL DA TUBERCULOSE BOVINA a

Limitacoes dos testes tradicionais
Tuberculinizagao intradéermica

* Reacg0Oes cruzadas com micobactérias ambientais
» Diferenciacao usando tuberculina aviaria;
*  Quando realiza-se tuberculinizagao simples, €
necessario um intervalo minimo de 60 dias para realizar
a tuberculinizagcao comparativa;
» Reag0es inconclusivas: minimo de 60 dias para re-teste.



OUTROS TESTES DISPONIVES PARA

A\ TUBERCULOSE BOVINA a
Novas tecnologias

PNCEBT Art. 5° A eficacia das acgOes sanitarias depende da
qualidade e padronizacdo dos metodos de diagnostico e dos
instrumentos profilaticos utilizados. Este Programa contempla e
padroniza tecnicas disponiveis no pais e referenciadas pela
Organizacdo Mundial de Saude Animal - OIE, que garantem
sensibilidade e especificidade de diagnostico adequadas. Prevé-se
a possibilidade de introduzir novos testes de diagnostico e vacinas,
de forma a acompanhar os avancos cientificos e tecnologicos.



OUTROS TESTES DISPONIVES PARA
TUBERCULOSE BOVINA a

Teste de dosagem de interferon-gama (IFN-y)

Detecta a producao desta citocina em resposta a infec¢ao por
M. bovis

Teste feito com sangue dos animais

Incubado em placas com antigeno de M. bovis

Avalia a resposta celular

Nao € usado oficialmente no Brasil



OUTROS TESTES DISPONIVES PARA

TUBERCULOSE BOVINA
ELISA (Idexx)

* Detecta a producao de anticorpos contra M. bovis;
» Teste feito com o soro dos animais;

* Pode detectar animais anergicos;

» Certificado pela OIE;

» Usa MPB70/MPB3 recombinantes como antigeno.



TECNOLOGIAS DESENVOLVIDAS NA EMBRAPA

GADO DE CORTE
ELISA Embrapa com proteinas recombinantes

* Detecta a producao de anticorpos contra M. bovis;

 Teste feito com o soro dos animais;

 Antigeno quimerico (fusao). MPB70 + MPB3 + ESAT-6
recombinantes;

» Pedido de patente submetido.



PROTEINAS RECOMBINANTES
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N ELISA COM PROTEINAS RECOMBINANTES Z

 ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Ensaio de imunoadsorgcao enzimatica

ELISA indireto

I
lavagem lavagem X: % lavagem || < <%
(R LQ_QJ &J'_'l_-l-_’) U et
antigeno anticorpo anticorpos ligados substrato é adicionado
adsorvido no especifico a enzima e convertido pela enzima
POCO liga-se ao ligam-se aos a uma determinada cor.
antigeno anticorpos humanos A coloragéo é proporcional

a quantidade de anticorpo

http://www.biomedicinapadrao.com/2010/05/elisa.html



N ELISA COM PROTEINAS RECOMBINANTES Z

Padronizacao

 Soros de 126 vacas com teste intradermico negativo;

 Soros de 107 animais com teste intradérmico positivo;
» |esoOes sugestivas de tuberculose;
« BAAR e PCR+.




N ELISA COM PROTEINAS RECOMBINANTES -

Publicacao de resultados

Souza et al. SpringerPlus 2012, 1:77
http://www.springerplus.com/content/1/1/77

® SpringerPlus

a SpringerOpen Journal

RESEARCH Open Access

Screening of recombinant proteins as antigens in
indirect ELISA for diagnosis of bovine tuberculosis

Ingrid IF Souza', Elaine SP Melo', Carlos AN Ramos” , Thais A Farias', Ana Luiza AR Osério’, Klaudia SG Jorge ',
Carlos ES Vidal®, Altino S Silva®, Marcio R Silva®, Aiesca O Pellegrin® and Flabio R Aradjo’
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N ELISA COM PROTEINAS RECOMBINANTES Z

Resultados

* Concordancia adequada com o teste intradermico;

 83,2% de sensibilidade e 86,5% de especificidade.



ELISA COM PROTEINAS RECOMBINANTES
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PROTEINAS RECOMBINANTES EM TESTES INTRADERMICOS
N 7

* Bovinos de rebanho livre de M. bovis;

» 24 animales - AN5 inativada (10 mg);
¢ 5 animais — salina:
 Proteinas recombinantes - MB0143, PE5, PE13, TB10.4.



PROTEINAS RECOMBINANTES EM TESTES INTRADERMICOS
N 7
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PROTEINAS RECOMBINANTES EM TESTES INTRADERMICOS
N 7
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» Unido aduaneira — identificacao etiologica de lesdes sugestivas de
tuberculose;

» 2012 — proibicao de exportacoes de carne de propnedades com
tuberculose/brucelose; Tk =

* Cultura - 90 dias;
» Necessidade de uma prova rapida.




REACAO DA POLIMERASE EM CADEIA (PCR ) CONVENCIONA
ﬁ G (PCR) ﬁ

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.htmi



PCR EM TEMPO REAL
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http://www.cell-biology.blogsky.com/
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NESTED-PCR PARA TUBERCULOSE a

Regiao alvo

* TbD1;
» Gene mmpS6;
* Regiao 5’ de mmpL6.;

* Presente em M. bovis (incluindo cepas de BCG), M.
africanum, M. canettii e isolados ancestrais M. tuberculosis:

 Em linhagens modernas de M. tuberculosis, mmpS6 esta
ausente e mmpL6 é truncado.



NESTED-PCR PARA TUBERCULOSE
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NESTED-PCR PARA TUBERCULOSE

Especificidade analitica

M. tuberculosis H37Rv: sem amplificacao;

Cepas clinicas de M. tuberculosis: sem amplifica¢ao;
M. abscessus: sem amplificacao;

M. avium: sem amplificacao;

M. fortuitum: sem amplificacao;

M. gordonae: sem amplificacao;

M. kansasii: sem amplificacao;

M. smegmatis: sem amplificacao;

Corynebacterium pseudotuberculosis: sem amplificagao;
Rhodococcus equi. sem amplificacao.
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N NESTED-PCR PARA TUBERCULOSE 7

Sensibilidade analitica

Deteccédo de DNA de M. bovis ANS ateé:
1,96 ng por PCR convencional;

97,6 pg na PCR tempo real;

1,93 pg na nested-PCR.

50 amostras de DNA (de cultivo) isoladas a partir de lesdes de animais naturalmente
infectados com M. bovis do Ministéerio da Agricultura — LANAGRO: 49 (98%) foram positivas ;

42 amostras de DNA isoladas de culturas de M. bovis do Instituto Biologico, Sao Paulo: 42
positivas (100%).



NESTED-PCR PARA TUBERCULOSE
|

Nested-PCR OR para OR para nested-
€4)) cultura+ PCR+

TCC-
- 51 1(1.96) a 0 (0.00) a 1.00 1.00 A 1.00 A

Sem TCC
- 51 11 (21.57) a 21(41.18) b < 0.05 13.75 B 72.61 B

Cultura(%)

TCC+ SLV
- 47 11 (23.40) a 17 (36.17) a 0.17 15.27 B 59.10 B
TCC+ LCT
80 50 (62.50) a 49 (61.25) a 1.00 83.33C 161.86 C

220 73(31.8) 87(37.99)  0.087 : :

TCC = Teste cervical comparativo
LCT = Lesao compativel com tuberculose
SLV = Sem lesdes visiveis



N ANALISE GENOMICA Z

* Projeto em colaboracao com o Instituto Biologico, LANAGRO,
UFMS, USP, INTA (Argentina) e NADC/USDA (EUA);

 Diversidade de isolados das Américas do Sul e Norte;

» Prospeccao de alvos para diagnostico molecular.



N ANALISE GENOMICA Z
» Complexo M. tuberculosis tem baixa diversidade genetica

» Marcadores comumente utilizados possuem baixo poder
discriminativo

+ Problema da evolucdo convergente =~ & | cumo
* Spoligotyping
* MIRU

|ctiossauro
(réptil fossil)

S Tubarso
(peixe)
EVOLUCAO CONVERGENTE



ANALISE GENOMICA

Polimorfismos de sitio unico
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Ref

BRA_Z268
ARG 91191
ARG _534
BRA_45-088
BRA_O7-08
BRA_33
BRA_35
BRA_AMS
usa_04-1858
UsAa_08=-1086
Uusa_98-0251
Uusa 95 1315
usa_10-7911
usa 02 6316
usa_ 10-1862
Usa_10-7070
BRA_OB-0DEBF 2
BRA_32-08
ERA_S0
BRA_61-09
BERA_18-08C
ERA_49-09
BRA_0822-11
usa_12-5002
ARG_91192
usa_08-1930
UsaA_08-4364
ARG_91193
ARG 4303
ARG _V2D-05-566
ARG_V2A



N ANALISE GENOMICA a
Genes codificantes para familias de proteinas com ortologos de

copia unica

00002 .
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O diagnostico e controle da tuberculose bovina € um caminho
dificil ...



...mas ha momentos na vida em que nao ha nada a fazer, senao
seguir em frente.




Obrigado.

Flabio Ribeiro de Aratjo
Pesquisador da Embrapa Gado de Corte
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