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Resumo

A tuberculose bovina é uma importante doenca infecciosa crénica,
causada pela bactéria Mycobacterium bovis, responséavel por
consideraveis perdas econémicas, além de constituir problema de
salide publica. Os programas de controle da enfermidade realizados
na maioria dos paises sdo baseados na identificacao e eliminacao

de animais infectados, tomando como base a tuberculinizacao
intradérmica. Porém este teste possui algumas limitacdes, com isto, a
confirmacao de animais reativos através de outros métodos torna-se
necessdria para garantir a confiabilidade do diagndstico. A utilizacao
de um teste sorolégico, como o Ensaio de Imunoadsorcdao Enziméatica
(ELISA), pode incrementar a cobertura diagndstica desta doenca.
Assim, o objetivo neste estudo foi produzir proteinas recombinantes
CFP-10, ESAT-6, Mb0143, MPB83, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3

e uma quimera com fragmentos hidrofilicos de MPB70, MPB83 e
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ESAT-6 de M. bovis e avalid-las como antigenos em ensaios ELISA.
Os genes foram expressos em Escherichia coli, purificados por
cromatografia de afinidade e as proteinas recombinantes foram
testadas por ELISA com 126 soros de animais negativos ao Teste de
Tuberculinizacdo intradérmica (TCC) e 107 soros de bovinos positivos
ao TCC. Além disso, foram testados 236 soros de bovinos de corte
livres de tuberculose. Entre as proteinas testadas, somente a quimera
demonstrou uma boa concordancia com o TCC (indice kappa de
0,688), com sensibilidade de 83,2% e especificidade de 86,5%. As
absorbancias dos soros de bovinos livres de tuberculose no ELISA
apresentaram niveis semelhantes ao encontrado nos animais positivos
no TCC. Este resultado pode ser devido a realizacdo de sucessivos
testes de tuberculinizacao nesses animais, que se torna necessario
para caracterizacdao do rebanho como livre de tuberculose. No entanto,
o ELISA com a quimera foi util para discriminar animais positivos e
negativos em rebanhos para posterior confirmacéo pelo TCC.

Termos para indexacdo: ELISA, proteinas recombinantes,
Mycobacterium bovis.
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Abstract

Bovine tuberculosis is an important infectious disease caused by
Mycobacterium bovis, which is responsible for considerable economic
losses. This disease constitutes a serious public health problem.
Control programs in most countries, including Brazil, are based on the
identification and slaughter of infected animals, as defined by the skin
tuberculin test, which has its constraints. In the present study, the
recombinant proteins CFP-10, ESAT-6, Mb0143, MPB83, PE5, PE13,
TB10.4, TB15.3 and a chimera of ESAT-6/MPB70/MPB83 (fusion
protein) were tested as ELISA antigens for the diagnosis of bovine
tuberculosis. The proteins were produced in Escherichia coli, purified
and tested in ELISAs with sera from 126 cattle having tested negative
in the comparative intradermal tuberculin test (CITT) and 107 sera from
cattle having tested positive in the CITT. Also, 236 sera from two BTB-
free beef cattle herds were tested. Among the proteins tested, only the
ESAT-6/MPB70/MPB83 chimera demonstrated satisfactory agreement
with the CITT (kappa index: 0.688), reflecting in 83.2% sensitivity
and 86.5% specificity. The ELISA absorbances of the cattle sera from
BTB-free herds showed similar levels to those of CITT positive cattle,
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probably as the result of successive skin tuberculinizations to define
the BTB-free status of the herds. However, the ELISA with the ESAT-
6/MPB70/MPB83 chimera was useful to discriminate BTB positive and
negative cattle in herds prior to the tuberculin skin test.

Index terms: Serology, ELISA, recombinant proteins, Mycobacterium
bovis, cattle.
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Introducao

A tuberculose bovina é uma enfermidade infecciosa e crénica causa-
da pela bactéria Mycobacterium bovis que acomete bovinos (WOBE-
SER, 2009), outras espécies de animais de exploracdo zootécnica,
animais silvestres livres ou em cativeiro e também o homem (GUTI-
ERREZ et al. 1998; MICHEL et al. 2010). Assim, ocasiona prejuizos
a pecuaria e riscos a saude da populacdao que consome produtos de
origem animal (LILENBAUM et al. 2001).

No curso da infeccao por M. bovis, a maioria dos bovinos desenvol-
ve resposta imune celular detectada em reacées de hipersensibilida-
de tardias apds a inoculacdo intradérmica de antigenos da bactéria,
sobretudo derivado proteico purificado (PPD) (WHELAN et al. 2011).
Apesar da eficiéncia no diagnéstico baseado na deteccado da resposta
imune celular a antigenos de M. bovis, os testes intradérmicos devem
ser realizados in vivo e torna dificil a sua aplicacdo em rebanhos com
alta densidade animal e em estudos epidemiolégicos (MENZIES, 1999;
LIU et al. 2007). Além disso, animais com infeccao crénica podem
nao ser detectados apds o teste intradérmico e o teste de INF-y, e
permanecem como fontes de infeccdo para outros bovinos.

Respostas de anticorpos contra M. bovis sao positivamente correla-
cionados com a patologia micobacteriana e carga antigénica. As-
sim, os testes serolégicos podem aumentar o grau de deteccao de
animais infectados com M. bovis (WHELAN et al. 2011). Os testes
sorolégicos podem também constituir uma alternativa para triagem
de rebanhos infectados com esta enfermidade, bem como para a
realizacao de estudos retrospectivos a partir soros armazenados de
programas de controle de outras doencas, como a brucelose bovina.

Um numero limitado de antigenos tem sido testado em ensaios imu-
noldégicos para o diagndstico da tuberculose bovina. Antigenos tais
como ESAT-6, MPB70 e MPB83 tém sido extensivamente estuda-
dos no Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA) (BUDDLE et al.
1995; AMADORI et al. 2002; FARIAS et al. 2012), no entanto, a
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sensibilidade e especificidade dos testes sao relativamente baixas.
Assim, torna-se necessario a procura de novos antigenos para o
diagndstico sorolégico da tuberculose bovina.

Assim, o objetivo neste estudo foi testar as proteinas recombinantes
CFP-10, ESAT-6, Mb0143, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3 e quimera
com fragmentos hidrofilicos de MPB70, MPB83 e ESAT-6 de M. bovis
e avalid-los como antigenos em teste ELISA para o diagndstico da
Tuberculose bovina. CFP-10, ESAT-6, MPB83 e uma quimera com
fragmentos das proteinas ESAT-6, MPB70 e MPB83 foram previamen-
te testadas como antigenos (AMADORI et al. 2002; LIU et al. 2007),
no entanto Mb0143, PE5, PE13, TB 10.4 e Tb15.3 estao sendo
avaliados pela primeira vez. A selecao destas proteinas foi baseada
na localizacao da proteina na parede celular de Mycobacterium bovis
como PE5 e PE13 (GARNIER et al. 2003; AAGAARD et al. 2006) ou
porque sdo proteinas secretadas como TB10.4 e TB15.3 (MATTOW
et al. 2003). Mb0143 é uma proteina hipotética conservada e foi ava-
liada em ensaios com INF-y (MEIKLE et al. 2009).

Material e métodos

Antigenos - Foi extraido DNA da cepa ANb5 de M. bovis obtida por
cultura em meio Stonebrink e purificado utilizando o kit comercial
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen). Oligonucleotideos iniciadores foram
desenhados para amplificacdo dos genes, com o auxilio do programa
PrimerSelect (DNAStar) para a amplificacao dos genes cfp-70, esat-6,
mb0143, mpb83, pe5, tb10.4 e tb15.3 (Tabela 1).

Os fragmentos de DNA que codificam para as proteinas foram ampli-
ficados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), no volume de 25
ul, contendo 20 mM Tris pH 8,4; 50 mM KCL; 1,5 mM MgCl,; 250
mM de cada dNTP; 100 pg de cada oligonucleotideo iniciador; 0,2 U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen) e 50 ug de DNA de M. bovis. Os
perfis de amplificacdo foram realizados de acordo com a caracteristica
de cada par de oligonucleotideos iniciadores.
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Tamanho dos P
Genes . Sequéncias
amplicons
5" GCAGAGATGAAGACCGATGCCGCTACC 3’
cfp-10 300
3" TCACAAGCCCATTTGCGAGGACAGC 5’
5" ATGACAGAGCAGCAGTGGAATTTC 3’
esat-6 288
3’ CTATGCGAACATCCCAGTGAC 5’
5" GCTTCGGAGTTCTCCCGTGCTGAA 3’
mb0143 459
3’ CTCGTCGAGGGTGCCCAACTCCT b5’
5" ATGATCAACGTTCAGGCCA 3’
mpb83 604
3" GAACTCCGCCACATACCAAA &’
5" ATGACGTTGCGAGTGGTTC 3’
peb 219
3’ TCAGCCGCCCACGAC b’
5" TCTTTCGTGATGGCATACCC 3’
pe13 270
3’ GACTTCAGTGGCCGAA 5’
5" ATGTACAACTACCCCGCGAT 3’
tb10.4 231
3" CATGGTGTTGGCTTCATG G 5’
5" AGCGCCTATAAGACCGTGGTGGTA 3’
tb15.3 408

3’ CTTGGCCCGGCGTGACACATTGG b5’

Os genes amplificados foram clonados inicialmente em plasmideo
PGEM-T Easy (Promega) de acordo com instrucées do fabricante. Os
genes clonados foram sequenciados em ambas as direcoes utilizando
o Kit BigDye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems). Apés a digestao
com EcoRl, os genes foram subclonados em pET-47b (+) (Novagen),
exceto tb70.4 que foi clonado em pET28-a (+) (Novagen) e mpb83,
que foi clonado em pRSET-C (Invitrogen).

A quimera composta por fragmentos hidrofilicos dos genes esat-6,
221989-222198 (BX248341.1, fragmento 14/14), mpb70 18693-
19025 (BX248344.1, fragmento 11/14) e mpb83 15664-15966
(BX248344.1, fragmento 11/14) foram sintetizados pela empresa
Genone. A andlise dos fragmentos hidrofilicos para a composicao da
quimera foi realizada com o auxilio do programa Protean (DNAStar). A
quimera foi clonada em pET-47b (+) (Novagen).
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Como célula hospedeira, foi utilizada Escherichia coli cepa Rosetta em
todas as construcdes génicas. A inducao de cada expressao génica
foi realizada com 1 mM de isopropil-tio-B-D-galactopiranosideo (IPTG)
em 500 mL de LB (Luria Bertani Miller) com 50 pg/mL de clorafenicol
e 30 pg/mL de kanamicina para os genes subclonados em pET-47b
(+) e pET28-a (+) ou com 50 pg/mL de clorafenicol e 100 pg/mL de
ampicilina para o gene subclonado em pRSET-C a 37°C por 4 horas

a 250 rpm. A expressao dos genes foi verificada por eletroforese em
gel de dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western
blot com anticorpo monoclonal anti-6xhistidina (Sigma).

As proteinas recombinantes foram solubilizadas com 6M de Guani-
dina-HCI e purificadas por cromatografia de afinidade, em condicoes
desnaturantes, com a coluna de agarose niquel His trap HP (GE Heal-
thcare) de acordo com as instrucdes do fabricante.

As proteinas recombinantes foram dialisadas em PBS a 4°C por 48
horas e, em seguida, quantificadas em gel SDS-PAGE, comparando-se
a padroes de albumina sérica bovina (BSA). As massas das proteinas
recombinantes foram obtidas pelo programa Labimage v.3.3.2
(Loccus).

Como as proteinas estavam insollveis apds a didlise, foi feita a
solubilizacdo de cada proteina recombinante com SDS 2% conforme
descrito por Lechtziee et al. (2002).

Padronizacdo dos ELISAs - As diluicoes 6timas das proteinas recom-
binantes, soros, conjugado e tampdes utilizados nos ensaios, como
também o tempo de parada da reacao enzimatica foi determinado
pela avaliacdo de quatro soros de bovinos positivos e quatro soros de
bovinos negativos para tuberculose pelo Teste Cervical Comparativo
(TCC) (Tabela 2), segundo o Regulamento Técnico do Programa Na-
cional de Controle e Erradicacao da Brucelose e Tuberculose (PNCE-
BT) (BRASIL, 2004).
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Proteinas Diluicdes 6timas
recombinantes Soros Proteinas (concentracéo final em Lig/mL)
CFP-10 1: 600 1: 10.000/ 0,1
ESAT-6 1: 600 1: 5.000/ 0,2
Mb0143 1: 600 1: 10.000/ 0,1
MPB83 1: 600 1: 10.000/ 0,1
PE5S 1: 400 1: 500/ 2
PE13 1: 600 1: 500/ 2
TB10.4 1: 400 1: 2.000/ 0,5
TB15.3 1: 400 1: 5.000/ 0,2
Quimera (a) 1: 600 1: 5.000/ 0,2

a: quimera — fusdo de fragmentos de MPB70, MPB83 e ESAT-6, gene sintetizado pela
empresa Genone.

Nos ELISAs foram testados soros de 107 bovinos positivos ao TCC
provenientes dos Estados de Mato Grosso do Sul (municipio de Caara-
pé - 58 animais), Espirito Santo (municipio de Itapemirim - 6 animais),
Rio Grande do Sul (municipios de Toropi - 27 animais, Tapera - 3 ani-
mais, Sdo Martinho da Serra - 3 animais e Santa Maria -10 animais).

Como também, foram testados soros de 126 bovinos negativos ao
TCC de Campo Grande, Mato Grosso do Sul. Os animais negativos fo-
ram provenientes de um rebanho sem histérico de tuberculose bovina
da Embrapa Gado de Corte. Os bovinos desta instituicado sao normal-
mente abatidos em matadouros oficiais e ndo houve nenhum relato de
animais positivos para esta enfermidade. O sangue para a obtencéao
dos soros foi recolhido no mesmo dia em que foi realizado o teste
intradérmico, para evitar a interferéncia das tuberculinas no estado
imune dos animais.

Dentre os 126 animais que foram testados e tiveram resultado nega-
tivo no TCC, 51 (40,5%) foram abatidos e nao apresentaram lesoes
sugestivas para tuberculose bovina durante a inspecdo em um mata-
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douro oficial. Todos os animais positivos no TCC eram de rebanhos
com surtos de tuberculose bovina e quando abatidos apresentaram
lesbes sugestivas para esta enfermidade, como evidenciado pela pre-
senca de lesdes sugestivas durante o abate, crescimento de bacilos
alcool acidos resistentes (BAAR) e PCR com primers para o complexo
M. tuberculosis (RODRIGUEZ et al. 1995).

Além disso, foram testados 154 soros de bovinos de corte livres de
tuberculose e 82 soros de bovinos de leite livres de tuberculose. Os
animais foram considerados livres de tuberculose com base no TCC
conforme as normas técnicas do Programa Nacional de Controle e
Erradicacao da Brucelose e Tuberculose do Ministério da Agricultura,
Pecuéri e Abastecimento. (BRASIL, 2004).

Apds a padronizacao das melhores condicdes para o ensaio ELISA,
os antigenos foram adsorvidos em placas de poliestireno de 96 pocos
(Costar 3590), diluidos em tampaéo carbonato-bicarbonato, pH 9,6,
por uma hora a 37°C. As placas foram bloqueadas com 100 plL/poco
de tampao fosfato com 0,01% de Tween 20 (PBST) e 5% de leite
desnatado, pH 7,2, por 1 hora a 37°C. Apds cinco lavagens com
PBST, 100 uL/poco dos soros, diluidos em PBST com 2% de leite
desnatado, foram incubados por 1 hora a 37° C. As placas foram en-
tdo lavadas mais cinco vezes com PBST, e 100 ulL/poco de conjugado
anti-lgG bovino (cadeia pesada) com peroxidade (Sigma, A5295),
diluido em PBST a 1:10.000 adicionados aos pocos. As placas foram
incubadas por 30 minutos a 37°C, e apds cinco lavagens com PBST,
50 uL/poco do cromégeno/substrato Fast OPD (Sigma, P9187) foram
adicionados. As reacoes foram interrompidas pela adicao de H2S04
(2,5N) e os resultados obtidos em leitor EL-800 (Bio-Tek), com filtro
de 490 nm.

Para minimizar a variacao entre as placas, foi feita a normalizacao das
absorbancias dos ELISAs segundo o protocolo descrito por Ramanaku-
mar et al. (2010).
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Andlise estatistica - Os pontos de corte para os ensaios foram deter-
minados por curva Receiver Operanting Characteristic (ROC) (METZ,
1978; ZWEIG e CAMPBELL, 1993), utilizando o programa MedCalc
versao 10.3.0.0.

Resultados

Producédo de proteinas recombinantes - Os fragmentos correspondentes
a regiao codificante dos genes cfp-70, esat-6, mb0143, mpb83, peb,
pel3,th10.4 e tb15.3 foram amplificados por PCR, gerando produtos
de 300, 288, 459, 604, 219, 270, 231, 408 pares de bases (pb),
respectivamente.

Na andlise da expressdo dos genes por SDS-PAGE, foi possivel
visualizar as proteinas recombinantes CFP-10, ESAT-6, Mb0143,
MPB83, PE5, PE13, TB10.4, TB15.3 e a quimera com 13,6; 12,9;
20,5b; 28,5; 12,5; 17,5; 11,6; 17,5 e 35 kilodaltons (KDa), respecti-
vamente. As massas observadas das proteinas recombinantes foram
compativeis com a analise feita no programa EditSeq (DNAStar),

a partir da traducao in silico das sequéncias codificantes de cada
gene, associadas as sequéncias codificantes dos vetores plasmidiais.
No Western blot, todas as proteinas recombinantes deste estudo
foram reconhecidas pelo anticorpo anti-6xhistidina, confirmando a
expressao dos genes.

ELISAs - Na padronizacdo dos testes, as diluicGes 6timas para as pro-
teinas recombinantes e soro estdo descritas na Tabela 2. Para avaliar

a acuracia dos ELISAs, foram obtidas amostras de soro de bovinos po-
sitivos ao TCC e bovinos negativos ao TCC provenientes de diferentes
estados brasileiros. Todas as amostras foram processadas por técnicos
sem conhecimento prévio do status dos animais (baseado em tuberculi-
nizacao cervical comparativa) cujas amostras eram provenientes.

As distribuicoes das absorbancias normalizadas do teste ELISA estéo
demonstradas na Figura 1.
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Figura 1: Distribuicdes das absorbancias normalizadas dos testes ELISA para deteccdo de anticorpos
contra Mycobacterium bovis.

Os resultados de sensibilidade e especificidade foram expressos toman-
do o TCC como teste padrdo. As sensibilidades dos testes variaram en-
tre 28,0% e 83,2% e especificidades entre 58,7% a 92,9%. A maior
especificidade (92,9%) do teste ELISA com CFP-10 foi devido a baixa
sensibilidade do teste.

Pela andlise com o teste kappa, somente o ELISA com a quimera
recombinante apresentou uma boa concordancia com o TCC (indice ka-
ppa: 0,688; intervalo de confianca: 0,595 - 0,782). Os ensaios ELISAs
com as proteinas recombinantes ESAT-6, MPB83 e PEb apresentaram
uma concordancia média com o TCC (indice kappa: 0,447; 0,654 e
0,404 respectivamente) e os demais ensaios apresentaram concordan-
cias minimas com o TCC (indice kappa: < 0,4).
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As distribuicdes das absorbancias normalizadas dos soros provenien-
tes de bovinos de rebanhos livres de tuberculose apresentaram niveis
semelhantes dos soros de bovinos TCC positivos (Figura 2).

250 |-

200 |-

150 |-

100 |-

50 |-

TCC- TCC+ Gado de Corte Gado de Leite
Rebanhos livres de tuberculose

Figura 2: Distribuicdes das absorbancias normalizadas dos testes ELISA para deteccdo de anticorpos
contra Mycobacterium bovis em bovinos positivos ou negativos ao teste de tuberculinizacao cervi-
cal comparativo (TCC) e em bovinos provenientes de rebanhos certificados livres de tuberculose.

Discussao

A fusdo de epitopos de ESAT-6, MPB70 e MPB83 apresentou melhor
desempenho do que os ensaios com ESAT-6 ou MPB83 separada-
mente. Nao foi possivel analisar o desempenho da MPB-70 isolada-
mente como antigeno devido a problemas encontrados no processo
de purificacao desta proteina recombinante. A cinética da resposta
dos anticorpos aos diferentes antigenos de M. bovis é varidvel apés
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a infeccdo. Anticorpos anti- MPB-83 podem ser detectados na fase
inicial da infeccado, cerca de quatro semanas apés a infeccao (WA-
TERS et al. 2006). Anticorpos anti- ESAT-6 podem ser detectados
12 semanas a pds a infeccado experimental (LYASHCHENKO et al.
1998). A cinética da resposta imune humoral contra diferentes
antigenos de M. bovis é variavel apds infeccdao. Anticorpos contra
MPB83 podem ser detectados relativamente cedo, normalmente em
torno de 4 semanas pds-infeccdo (WATERS et al. 2006). Anticorpos
contra ESAT-6 podem ser detectados 12 semanas apés infeccao
experimental (LYASHCHENKO et al. 1998). Ja& os anticorpos para
MPB70 sao detectados cerca de 18 a 22 meses apds a infeccao ex-
perimental, ou seja, nos estagios mais avancados da doenca (HAR-
BOE et al. 1990; FIFIS et al. 1992).

Assim, espera-se que quimeras contendo importantes epitopos das
principais proteinas de M. bovis sejam capazes de detectar anticorpos
nos bovinos em diferentes fases da infeccdo, aumentando a cobertura
diagnéstica. Resultados semelhantes sao encontrados em um ensaio de
quimioluminescéncia com multiplos antigenos, em que a sensibilidade e
especificidade foram superior a este mesmo teste utilizando antigenos
individuais, incluindo ESAT-6 e MPB83 (WHELAN et al. 2008). A es-
colha para a producao da quimera em vez de um coquetel de antigenos
individuais é justificada pela facilidade de uma Unica expressao e puri-
ficacao da proteina, com baixos custos e sem problemas em relacao a
proporcao dos diversos antigenos.

Os pontos de corte para os ensaios foram determinados por curva Re-
ceiver Operanting Characteristic (ROC), que resultou no caso do ELISA
com a quimera uma sensibilidade de 83,2% e especificidade de 86,5%,
tendo como teste padrao o TCC. Com base em uma especificidade de
95,0%, a sensibilidade relativa foi de 67,3%, semelhantes aos encontra-
dos em outro estudo usando outra quimera com os mesmos antigenos,
no qual foram obtidas sensibilidade de 69,4% e especificidade de 96,0%
(LIU et al. 2007). Além disso, um teste ELISA comercial para anticorpos
contra M. bovis, usando os antigenos recombinantes MPB70 e MBP83
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forneceu bom desempenho com sensibilidade de 63,0% e especificidade
de 98,0% em bovinos naturalmente infectados (WATERS et al. 2011).
Estes resultados demonstram o potencial destes antigenos em testes
soroldgicos para deteccao de anticorpos contra M. bovis.

Além dos antigenos mais utilizados em testes sorolégicos (ESAT-6,
MPB70 e MPB83), outros antigenos tém demonstrado resultados pro-
missores em testes celulares e sorolégicos, como CFP-10, Mb0143,
PE13, TB10.4 e TB15.3 (AAGAARD et al. 2003; AAGAARD et al.
2006). Dentre estes antigenos, somente o ELISA com PE5 demonstrou
uma média concordancia com o TCC. Nosso grupo de pesquisa tam-
bém encontrou resultados promissores com a PE5 em teste intradér-
mico em bovinos experimentalmente imunizados com a cepa inativada
AN5 de M. bovis (Dados ndao demonstrados). O potencial deste antige-
no em uma quimera sera avaliado posteriormente no ELISA para detec-
cao de anticorpos contra M. bovis.

A similaridade entre as respostas das duas propriedades certificadas
como livres de tuberculose bovina e os animais positivos ao teste de
tuberculinizacao cervical comparativa, sugere que as repetidas tubercu-
linizacbes possam atuar como um booster para producao de anticorpos,
conforme descrito em outros estudos para tuberculose bovina (HAR-
BOE et al. 1990; MONAGHAN et al. 1994) e paratuberculose (VAR-
GES et al. 2009). Outra possibilidade é a sensibilizacdo dos animais
negativos com micobactérias ambientais, e reacGes cruzadas com os
antigenos. No entanto, com os animais da Embrapa Gado de Corte, que
foram tuberculinizados apenas do dia da coleta das amostras de soro,

a discriminacao foi clara. Por esta razao, o ensaio ELISA é uma técnica
util para a identificacao de rebanhos positivos para tuberculose antes
da realizacao do teste intradérmico.

Como em muitos paises, o diagndstico da tuberculose bovina no Bra-
sil é baseado no teste intradérmico. Este teste é bastante laborioso,
jé@ que necessita a contencao dos bovinos para a tricotomia, leitura da
espessura cutanea e inoculacao intradérmica das tuberculinas. Além
disso, apés 72 horas, é necesséria uma nova contencao para a leitura
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dos resultados (BRASIL, 2004). Com isso, limita a execucdo do teste
em rebanhos numerosos ou em fazendas sem as instalacdes adequa-
das, que é uma situacao muito comum em paises em desenvolvimen-
to. Acredita-se que estes problemas mencionados seja uma das princi-
pais razdes pelos quais levantamentos epidemioldgicos da tuberculose
planejados pelo programa de erradicacao desta enfermidade no Brasil
estejam atrasados em relacdo aos programas da brucelose.

Um ensaio baseado em anticorpos, tal como o ELISA com a quimera,
seria uma possibilidade para a identificacdo de rebanhos livres de tu-
berculose, utilizando soros coletados para outros estudos epidemioldgi-
cos, como para a Brucelose, antes da realizacdo do teste intradérmico,
aumentando, assim, a cobertura diagndstica.

Acredita-se também, que o teste ELISA possibilitaria a identificacdo de
bovinos em estagios avancados da doenca, pois no teste intradérmico
estes animais nao respondem ao teste devido ao quadro de anergia
ocasionando resultado falso — negativo (WHELAN et al. 2011).
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