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ser novamente submetidos a tuberculinizacdo apés
pelo menos 60 dias (AAGAARD et al., 2006). Outra
limitacdo da reacédo intradérmica sao as reacoes

Introducao

A tuberculose bovina é uma importante enfermidade

infecciosa, causada pela bactéria Mycobacterium
bovis (O'REILLY; DABORN, 1995). Esta enfermida-
de é responsavel por consideraveis perdas econdmi-
cas, além de constituir problema de saude publica
(AMADORI et al., 2002). No Brasil, o controle da
tuberculose bovina é baseado na identificacéo e
eliminacao dos animais infectados (JORGE et al.,
2004a), tomando como base a reacao intradérmica
a derivados protéicos purificados (PPD) (MONA-
GHAN et al., 1994).

Este teste pode apresentar problemas de especifici-
dade, devido a reacOes cruzadas com micobactérias
atipicas, o que caracteriza uma dificuldade relevante
para os programas de erradicacdo (FRANCIS et al.,
1978; NEILL; POLLOCK, 2000; WOOD; JONES,
2001). Além disso, os animais testados s6 podem

falso-negativas em animais anérgicos, em estagios
avancados da doenca (JORGE et al., 2004b), os
quais, por nao serem detectados pela tuberculiniza-
cao, permanecem como fontes de infeccao no re-
banho. Dessa forma, métodos de imunodiagnéstico
alternativos sdo necessarios para melhorar a identifi-
cacao de animais infectados por M. bovis.

Assim como em outras espécies de micobactérias,
a resposta imune predominantemente detectada

é a celular, seguida posteriormente pela producao
de anticorpos especificos. Dessa forma, os testes
sorolégicos podem complementar o diagnéstico da
tuberculose bovina (PLACKETT et al., 1989). Além
disso, os testes sorolégicos podem elucidar situa-
coOes epidemioldégicas da doenca em rebanhos, ca-
racterizados por resultados duvidosos ou inconclusi-
vos no teste intradérmico (AMADORI et al., 1998).
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A proteina MPB70 representa mais de 10% das
proteinas secretadas no meio de cultura de M. bovis
e foi anteriormente identificada como imunodomi-
nante em bovinos tuberculosos e especifica para o
complexo M. tuberculosis (HARBOE et al., 1990;
LIGHTBODY et al., 1998). Espera-se, portanto, que
a reposta imune contra MPB70 seja um indicador
sensivel de crescimento bacteriano /in vivo durante a
tuberculose bovina (HARBOE et al., 1990). No pre-
sente estudo, demonstrou-se a producéao e caracte-
rizacao de MPB70 recombinante de M. bovis.

Metodologia

O isolado de M. bovis utilizado nesse trabalho foi
proveniente de um bovino positivo no teste intradér-
mico comparativo, da cidade de Caarapd, Estado de
Mato Grosso do Sul, Brasil. As lesOes deste ani-
mal foram cultivadas em meio Stonebrink. Bacilos
alcool-acido resistentes foram identificados por
coloracao Ziehl-Neelsen e submetidos a PCR com
os oligonucleotideos JB21 e JB22, especificos para
o complexo M. tuberculosis (RODRIGUEZ et al.,
1995) (dados nao mostrados).

Os oligonucleotideos iniciadores (mpb70F:
5'GTAAAGAACACAATTGCGGCAACCAGTTTC3 e
mpb70R: 5'CCGGAGGCATTAGCACGCTGTCAAZ’)
foram desenhados para amplificacao do gene
mpb70. O fragmento de DNA foi amplificado pela
reacao em cadeia da polimerase (PCR) e o produ-
to da PCR foi analisado por eletroforese em gel de
agarose 1% e coloracao com Sybr Gold (Invitrogen)
para visualizacao em transiluminador UV.

O gene amplificado foi clonado inicialmente em
plasmideo pGEM-T Easy (Promega) e posteriormente
subclonado em pGEX-3X (GE), para producao de
proteina recombinante em fusdo com glutationa-
S-transferase (GST). Como célula hospedeira, foi
utilizada Escherichia coli cepa DH5a.. A expressao
do gene foi verificada por eletroforese em gel de
dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-poliacri-
lamida), corado com azul de Coomassie e por Wes-
tern blot com anticorpo policlonal anti-GST (GE).

O fragmento clonado em pGEM-T Easy (Promega)
foi seqlienciado em ambas as direcdes, utilizando kit
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100,
conforme instrucdes do fabricante (Applied Biosys-
tems). A busca por homologia da seqiéncia do gene
foi feita com os algoritmos Blastn (para sequéncias

de nucleotideos) ou Blastp (para sequéncia deduzi-
da de aminoécidos) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
blast/Blast.cgi). A seqiiéncia deduzida de aminoa-
cidos obtidas neste estudo e as best hits do Blast
foram alinhadas no programa Clustalw. Para melhor
visualizacdo das mutacoes, insercoes e delecdes,
utilizou-se o programa Boxshade.

Para producéo da proteina recombinante, inoculou-
se 50 mL de caldo LB contendo 100 pug/mL de
ampicilina em um erlenmyer com uma coldénia da
bactéria contendo o plasmideo recombinante. A
suspensao bacteriana foi cultivada a 37°C, por

12 horas, a 250 rpm. Este crescimento foi inocu-
lado em 450 mL de caldo LB com 100 ug/mL de
ampicilina e a suspensao incubada por uma hora

a 37°C, 250 rpm. A inducao da expressao génica
foi feita com 1 mM de IPTG por incubacéo a 37°C,
por quatro horas a 250 rpm. A suspensédo foi entdao
centrifugada a 9.000 x g por 10 minutos e o sedi-
mento suspenso em 20 mL de PBS com 3,2 mg de
lisozima. A suspensao foi congelada em nitrogénio
liquido e descongelada em gelo, submetida a dis-
rupcao ultra-sdnica por 10 vezes de 30 segundos,
com intervalos de 30 segundos e poténcia 100 W,
em gelo. Foram adicionados a suspensao 20 mL de
tampao da amostra 2x para eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida. A amostra foi fervida por cinco
minutos e submetida a eletroforese em mini-géis

de SDS-poliacrilamida preparativos. Apds a separa-
cao protéica, os géis foram imersos em acetato de
potassio 1 M gelado (NEOPHYTOU et al., 1996) e a
banda protéica recombinante foi cortada do gel. Os
fragmentos dos géis foram submetidos a eletroelui-
cao, segundo Sa-Pereira et al. (2000), em membra-
na de didlise a 35 mA, por trés horas, a 4°C, com
10 mL de tampao Laemmli. Na cuba de eletroforese,
a membrana foi imersa também em tampao La-
emmli. Para retirada do SDS, a solucao contendo a
proteina recombinante foi submetida a eletroeluicao
com tampao uréia na cuba de eletroforose, por 12
horas, a 35 mA, a 4°C, segundo Tuszynski; Warren
(1995). A solugao contendo a proteina recombi-
nante foi entdo submetida a didlise em PBS por 48
horas, a 4°C, sob agitacao para retirada da uréia da
amostra. Verificou-se a pureza da proteina eletroe-
luida por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida,
corado com azul brilhante de Coomassie, utilizando-
se extrato de E. coli com a proteina recombinante
para comparacao da massa da proteina eletroeluida;
bem como por Western blot com anticorpo policlo-



Producéo e caracterizacdo de MPB70 de Mycobacterium bovis para uso em imunodiagnéstico

nal anti-GST. Posteriormente, a proteina MPB70
purificada foi concentrada em filtro Centricon YM-
30 (Millipore). A dosagem de proteina foi feita no
espectrofotdometro Nanodrop (Thermo Scientific).

Resultados

O fragmento correspondente a regiao codificante
do gene mpb 70 foi amplificado por PCR, gerando
produto de 571 pares de bases (Figura 1). O pro-
duto da PCR foi ligado ao plasmideo de clonagem
PGEM-T Easy (Promega) e sequenciado. A sequén-
cia de nucleotideos do fragmento do gene mpb70
estd demonstrada na Figura 2.

>mpb70

Figura 1. Amplificacdo do gene
mpb70 por PCR a partir de DNA
gendmico de Mycobacterium
bovis (gel de agarose 1% corado

com SybrGold - Invitrogen). 1.
pb
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Marcador de pares de bases 1Kb
Plus (Invitrogen), 2. Fragmento de
571 pb resultante da amplificacdo

do gene mpb70.

GTAAAGAACACAATTGCGGCAACCAGTTTCGCGGCGGCCGGCCTGGCGGCTCTGGCGGTGGCTGTC
TCACCGCCGGCGGCCGCAGGCGATCTGGTGGGCCCGGGCTGCGCGGAATACGCGGCAGCCAATCC
CACTGGGCCGGCCTCGGTGCAGGGAATGTCGCAGGACCCGGTCGCGGTGGCGGCCTCGAACAATC
COGGAGTTGACAACGCTGACGGCTGCACTGTCGGGCCAGCTCAATCCGCAAGTAAACCTGGTGGAC
ACCCTCAACAGCGGTCAGTACACGGTGTTCGCACCGACCAACGCGGCATTTAGCAAGCTGCCGGCA
TCCACGATCGACGAGCTCAAGACCAATTCGTCACTGCTGACCAGCATCCTGACCTACCACGTAGTG
GCCGGCCAAACCAGCCCGGCCAACGTCGTCGGCACCCGTCAGACCCTCCAGGGCGCCAGCGTGAC
GGTGACCGGTCAGGGTAACAGCCTCAAGGTCGGTAACGCCGACGTCGTCTGTGGTGGGGTGTCTAC
CGCCAACGCGACGGTGTACATGATTGACAGCGTGCTAATGCCTCCGG

Figura 2. Sequenciamento do gene mpb70 clonado em pGEM-T Easy. Niumero de acesso no ncbi: EU683971.1 (http://www.ncbi.nIlm.

nih.gov).

Na avaliacdao das sequéncias pelo Blastn, a sequén-
cia do gene mpb 70 clonado neste trabalho apresen-
tou 100% de identidade e e-value: 0,0 (571/571
nucleotideos) com homdlogos nos genomas de M.
tuberculosis F11, M. tuberculosis H37Ra, M. bovis
subsp. bovis AF2122/97 e M. bovis BCG Pasteur
1173P2.

O alinhamento das sequéncias de mpb 70 dos iso-
lados brasileiro e M. bovis AF2122/97, M. tuber-
culosis F11, M. tuberculosis H37Ra e M. bovis
BCG Pasteur 1173P2 foi realizado com o auxilio do
programa Blast 2 sequences 2.2.18 (Figura 3A).

No Blastp, a sequéncia deduzida de aminoacidos de
MPB70 do isolado brasileiro apresentou 100% de
identidade e e-value: 5 x 10'°" (190/190 amino4ci-

dos) com homdélogos em M. tuberculosis CDC1551,
M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG e M. bovis
AF2122/97. O alinhamento multiplo das sequéncias
acima descritas estd demonstrada na Figura 3B.

Apds subclonagem do gene no vetor de expressao
PGEX-3X (GE), o plasmideo recombinante pGEX-3X/
mpb70 foi inserido em bactérias E. coli da linhagem
DHb5a, e induziu-se a expressao do gene por quatro
horas. Na anélise da expressao do gene por eletro-
forese em gel de SDS-poliacrilamida foi possivel
observar uma proteina recombinante de aproxima-
damente 48 kDa (Figura 4A). No Western blot, a
proteina recombinante MPB70, fusionada a GST,
foi reconhecida no extrato de E. coli pelo anticorpo
anti-GST, confirmando a expressao do gene (Figura
4B).
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Figura 3. A: Alinhamento das sequéncias de mpb70 do isolado brasileiro e M. bovis AF2122/97, M. tuberculosis F11, M. tuberculosis
H37Ra e M. bovis BCG Pasteur 1173P2 pelo Blast 2 sequences 2.2.18. B: Alinhamento multiplo das sequéncias deduzidas de aminodci-
dos de MPB70 ou MPT70 do isolado brasileiro de M. bovis, M. tuberculosis CDC1551, M. tuberculosis H37Rv, M. bovis BCG e M. bovis
AF2122/97. Obs: a numeracéo nao corresponde ao aminoacido correspondente na proteina completa, e sim a porcdo codificada pelo
fragmento delimitado pelos oligonucleotideos iniciadores descritos no trabalho. M.t = Mycobacterium tuberculosis. M.b = Mycobacte-

rium bovis.
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Figura 4. A: Producdo de MPB70 recombinante de Mycobacterium bovis. Linhas: 1. Marcador de massa molecular; 2. Extrato de E. coli
transformado com pGEX-3X-mpb70 sem inducdo com IPTG; 3. Extrato de E. coli transformado com pGEX-3X-mpb70 apo6s 4 horas de
inducao com IPTG; 4. Extrato de E. coli transformado com pGEX-3X apds 4 horas de inducdo com IPTG. B: Western blot com a proteina
MPB70 recombinante de Mycobacterium bovis, fusionada a GST, e anticorpo policlonal anti-GST. Linhas: 1. Extrato de E. coli transfor-
mada com pGEX-3X-mpb70 sem inducdo com IPTG; 2. Extrato de E. coli transformada com pGEX-3X-mpb70 apds 4 horas de inducao
com IPTG; 3. Extrato de E. coli transformada com pGEX-3X apds 4 horas de inducédo com IPTG.
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Discussao

Atualmente, os estudos relacionados ao diagndstico
da tuberculose bovina concentram-se na padroni-
zacao de ensaios sorolégicos utilizando diversos
antigenos (LIGHTBODY et al., 1998; LIGHTBODY et
al., 2000; SURUJBALLI et al., 2002). Os antigenos
produzidos por engenharia genética para o diagnés-
tico soroldgico da tuberculose bovina podem ser
bastante Uteis, sendo utilizados em ensaios indivi-
duais ou na forma de moléculas fusionadas, o que
diminui custos com a producéo e purificacao dos
antigenos.

A proteina MPB70 é um dos antigenos imunodo-
minantes de M. bovis (SMITH; JOHNSON, 1988;
GRIFFIN et al., 2001) e é um componente da tuber-
culina bovina extremamente estavel e ativa (HAR-
BOE et al., 1990). Além disso, é capaz de produzir
resposta de hipersensibilidade tardia e estimular a
proliferacédo de linfécitos T e producéo de anticor-
pos em animais infectados com M. bovis (HARBOE
et al., 1990; SMITH; JOHNSON, 1988).

O fragmento clonado do gene mpb 70 do isolado
brasileiro de M. bovis mostrou-se conservado, quan-
do comparado a sequéncias homaélogas, disponiveis
nos bancos de dados (Genbank), em M. bovis e M.
tuberculosis. A conservacao do gene constitui uma
importante caracteristica para antigenos destinados
a imunodiagndéstico, ja que implica que a proteina
codificada possuira epitopos comuns em diferentes
cepas/isolados do microrganismo, refletindo direta-
mente na sensibilidade do teste diagndstico.

O vetor utilizado para expressdo, o pGEX-3X (GE),
codifica para a proteina GST, como proteina de fu-
sdo a proteina de interesse. Essa fusao visa conferir
solubilidade a proteina recombinante e permitir sua
purificacdo por cromatografia de afinidade em colu-
nas contendo glutationa (RITACCO et al., 1991). No
entanto, nao foi possivel a purificacdo desta forma,
provavelmente devido a insolubilidade dos corpus-
culos de inclusao contendo a proteina recombinante
neste estudo (dados nao demonstrados). Por esta
razao, optou-se pela purificacao por eletroeluicao, a
qual foi factivel.

Na analise da expressao do gene, a banda protéica
predominante no extrato total de E. coli apresentou
massa molecular compativel a fusdo GST/MPB70

(48 kDa). Essa proteina foi reconhecida especifica-
mente por anticorpo policlonal anti-GST, confirman-
do ser recombinante.

Como perspectivas, a MPB70 recombinante pode
ser utilizada em ensaio indireto de imunoadsorcao
enzimdatica, gerando uma ferramenta util para diag-
nosticar a tuberculose bovina, associada a intra-
dermorreacao com PPD, aumentando a cobertura
diagnéstica por meio do aumento da especificidade,
visto que a proteina é especifica para o complexo
M. tuberculosis.
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