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RESUMO.- O teste intradérmico para o diagnóstico da tu-
berculose bovina utiliza derivados proteicos purificados 
(PPD) de Mycobacterium bovis que são capazes de induzir 
reações de hipersensibilidade em animais infectados. No 

entanto, apresenta baixa especificidade devido à ocorrên-
cia de reações cruzadas com outras micobactérias. Neste 
sentido, o objetivo desse trabalho foi produzir proteínas 
recombinantes (ESAT-6, PE13, PE5 e ESX-1) de Mycobacte-
rium bovis e avaliá-las como antígenos em teste intradér-
mico utilizando Cavia porcellus como modelo, e verificar 
se as condições empregadas na purificação (nativa ou des-
naturante) interferem no desempenho antigênico dessas 
proteínas. As proteínas foram testadas em Cavia porcellus 
previamente sensibilizados com cepa M. bovis AN5 inativa-
da, individualmente (160 µg) ou combinadas na forma de 
um coquetel (40 µg cada). O coquetel de proteínas induziu 
reações de hipersensibilidade nos animais sensibilizados 
significativamente superiores (p=0,002) as observadas nos 
animais não sensibilizados, possibilitando diferenciação. 
No entanto, as proteínas isoladamente não foram capazes 
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de promover essa diferenciação. As condições de solubili-
zação e purificação influenciaram o desempenho antigêni-
co da proteína ESAT-6, pois, quando produzida em condi-
ção desnaturante desencadeou reações inespecíficas nos 
animais não sensibilizados, enquanto que aquela produzi-
da em condições nativas e aplicada em concentrações de 
6, 12, 24 e 48µg induziu reações significativas apenas nos 
animais sensibilizados, confirmando o seu potencial como 
antígeno.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: PPD bovino, teste intradérmico, tuber-
culose bovina, Mycobacterium bovis, solubilidade, bovinos.

INTRODUÇÃO
A tuberculose bovina é uma doença infecciosa de impor-
tância zoonótica, distribuída globalmente e causada princi-
palmente pela bactéria Mycobacterium bovis (Michel et al. 
2010). Essa enfermidade representa impacto negativo na 
cadeia produtiva da carne devido aos prejuízos econômi-
cos vinculados à redução gradativa dos índices zootécnicos 
(Boland et al. 2010). Além disso, torna os produtos prove-
nientes da pecuária vulneráveis as barreiras sanitárias im-
postas pelo mercado internacional (Michel et al. 2010).

Não existe uma vacina eficaz para a tuberculose bovina 
(OIE 2013) e os programas de controle e erradicação da en-
fermidade realizados na maioria dos países (Álvarez et al. 
2012) inclusive no Brasil (Programa Nacional de Controle e 
Erradicação da Brucelose e Tuberculose Animal-PNCEBT), 
são baseados no método tradicional de diagnóstico, o teste 
intradérmico, que visa a detecção de uma reação de hiper-
sensibilidade tardia (DTH) induzida após a inoculação de 
derivado proteico purificado (PPD), que gera uma reação 
inflamatória local nos animais com infecção prévia pelo ba-
cilo (Xin et al. 2013).

O PPD utilizado no teste é composto por uma mistura 
complexa de proteínas e outros compostos solúveis em 
água, provenientes da cultura de M. bovis (Vutla et al. 2011). 
Podem ser utilizados dois tipos de PPD: o PPD bovino que 
corresponde ao extrato antigênico de proteínas purifica-
das, derivadas de M. bovis cepa AN5 utilizada no teste cervi-
cal simples (TCS) e no teste da prega caudal (TPC); e o PPD 
aviário, purificado a partir de M. avium cepa D4, que em 
conjunto com o PPD bovino, pode ser utilizado no teste cer-
vical comparativo (TCC) (Brasil 2006). No entanto, o teste 
intradérmico simples pode apresentar problemas relativos 
à especificidade devido às reações cruzadas com outras 
espécies de micobactérias, bem como a fatores inerentes 
ao hospedeiro (Álvarez et al. 2012). Dessa forma, torna-se 
necessária a realização de teste comparativo em reações 
inconclusivas, o que torna o diagnóstico mais demorado 
e com custos mais elevados (Schiller et al. 2010). Pois, os 
animais reagentes e inconclusivos só podem ser retestados 
no teste intradérmico cervical comparativo após um inter-
valo de 60 a 90 dias, ou podem ser considerados positivos e 
destinados ao abate sanitário (Brasil 2006). Este intervalo 
mínimo para repetição do teste visa evitar a ocorrência de 
resultados falso-negativos, uma vez que após o teste cutâ-
neo pode ocorrer a dessensibilização do animal, estado no 
qual há uma diminuição na capacidade de responder a no-

vos testes (Buddle et al. 2009). Dessa forma, testes diag-
nósticos sensíveis e mais específicos são necessários para o 
avanço na estratégia de controle em direção à erradicação 
da tuberculose bovina (Menin et al. 2013).

Diversos antígenos, principalmente aqueles envolvidos 
na resposta imune celular e humoral do hospedeiro, como 
as proteínas ESAT-6, CFP10, MPB70, MPB83 e RV3615c, 
têm sido propostos para utilização em diagnóstico da tu-
berculose bovina e humana, seja em teste intradérmico ou 
quantificação de interferon-g (Kalra et al. 2010, Whelan et 
al. 2010, Flores-Villalva et al. 2012). A proposta neste es-
tudo foi produzir as proteínas recombinantes PE5, PE13, 
ESAT-6 e ESX-1 de M. bovis, envolvidas na resposta imune 
celular dos bovinos, avaliá-las como antígenos em teste in-
tradérmico utilizando Cavia porcellus como modelo, e veri-
ficar se as condições empregadas na purificação (condições 
nativas ou desnaturantes) interferem no desempenho anti-
gênico dessas proteínas.

MATERIAL E MÉTODOS
Amplificação dos genes. Os genes pe5, pe13 e esat-6 foram 

amplificados por reação em cadeia da polimerase (PCR) a partir 
de DNA de M. bovis cepa AN5, utilizando oligonucleotídeos ini-
ciadores específicos desenhados e amplificados de acordo com 
Souza et al. (2012). O gene esx-1 foi amplificado com os primers 
(forward: 5’ TATCAATTCGGGGACGTCGACGCTCACG 3’ e reverse: 5’ 
GGCGCTGTCGGTTTGTGCCATGTTGTTG 3’) desenhados utilizando 
o programa PrimerSelect (DNASTAR).

Clonagem dos genes e produção das proteínas recombi-
nantes. Os genes amplificados foram clonados em plasmídeo 
pGEM-T Easy (Promega), seguindo as instruções do fabricante e 
subclonados em plasmídeo pET47b (Novagen). A indução da ex-
pressão dos genes em Escherichia coli Rosetta foi realizada utili-
zando 1 mM/ml de isopropil-β-D-galactopiranosideo (IPTG) em 
500 ml de Luria-Bertani caldo contendo 50 mg/ml de cloranfenicol 
e 30 mg/ml de canamicina, a 30°C durante 4h a 200rpm. A expres-
são dos genes foi confirmada por eletroforese em gel de poliacrila-
mida (12%) em condições desnaturantes (SDS-PAGE) e Western-
-blot com anticorpo monoclonal anti-6x-histidina (Sigma).

As suspensões bacterianas foram centrifugadas a 10.000xg 
por 10 minutos e os sedimentos ressuspensos em tampão con-
tendo n-lauril-sarcosil e triton X-100, ambos a 1% e incubados 
por uma hora em banho-maria a 37°C. A solução foi submetida à 
desrupção ultrassônica seis vezes por 10 segundos e centrifugada 
conforme descrita anteriormente. As proteínas foram purificadas 
por cromatografia de afinidade em resina de agarose-níquel uti-
lizando as colunas de cromatografia His-trap HP (GE Healthcare) 
em condições nativas, ou seja, sem a utilização de agentes desna-
turantes, seguindo as instruções do fabricante. Após purificação 
as proteínas foram dialisadas em tampão fosfato a 4°C por 72 ho-
ras, quantificadas por fluorometria em sistema Qubit (Invitrogen) 
e a purificação confirmada por SDS-PAGE.

 Uma alíquota do sedimento de cultura de ESAT-6 também foi 
ressuspensa em tampão de lise (Na2HPO4 20 mM; NaCl 0,5 M; gua-
nidina HCl 6 M) pH 8,0 e incubada por uma hora em banho-maria 
a 37°C. A purificação foi realizada utilizando o mesmo sistema de 
cromatografia descrito acima, mas em condições desnaturantes, 
empregando uréia (8 M) nos tampões de lavagem e eluição. Após 
a purificação, a proteína foi dialisada e quantificada conforme 
descrito anteriormente.

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

Sensibilização com Mycobacterium bovis. Vinte e oito fême-
as da espécie Cavia porcellus, pesando entre 250 e 350g, foram 
utilizadas nesse estudo. Os animais foram mantidos com ração co-
mercial (Nuvilab) e água 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 após a sensibilização foi realizado o teste 
intradérmico.

Cavia porcellus foi utilizado como modelo nesse experimen-
to devido ao fato de ser a espécie recomendada pela Organização 
Mundial de Saúde Animal (OIE) para a avaliação de potência do 
PPD produzido e comercializado (OIE, 2013).

Teste intradérmico. Todos os animais foram tosqueados nas 
regiões intercostais e os sítios de inoculação distribuídos no sen-
tido oral-caudal, nos flancos direito e esquerdo para realizar o 
teste intradérmico.

Dez animais, (7 sensibilizados e 3 não sensibilizados) foram 
utilizados para avaliar o desempenho das proteínas recombinan-
tes em diferenciar animais sensibilizados com M. bovis de animais 
não sensibilizados (Fig.1). Sete sítios de injeção intradérmica fo-
ram utilizados em cada animal. Todas as proteínas purificadas 
em condições nativas (PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1) foram admi-
nistradas na concentração de 160µg/µl individualmente e como 
componente de um coquetel formado por 40µg de cada proteína 
(totalizando 160µg de concentração final). PPD bovino (TECPAR, 
Curitiba, Brasil) na concentração de 5 µg/µl e salina foram inclu-
ídos em cada teste.

Avaliação da influência das condições de purificação no 
desempenho antigênico das proteínas. Para verificar se as con-
dições de purificação das proteínas influenciaram no seu desem-
penho em estimular reação de hipersensibilidade tardia foram 
utilizados 18 animais. Em seis animais sensibilizados e três não 
sensibilizados foram aplicadas injeções intradérmicas com a pro-
teína ESAT-6 purificada em condições nativas, em diluição seriada 
de 6, 12, 24 e 48µg/µl e os outros seis animais sensibilizados e 
três não sensibilizados receberam a proteína ESAT-6 nas mesmas 

dosagens descritas acima, mas purificada em condições desnatu-
rantes (Fig.1).

A posição dos inóculos foi alternada em cada animal para mi-
nimizar o efeito dos pontos de inoculação sobre as médias das re-
ações e as leituras das reações (mm) foram realizadas com base 
na medida da reação após 24 horas da aplicação dos inóculos, 
conforme metodologia apresentada por OIE (2013).

O inoculador e o leitor não tinham informações sobre os inó-
culos, com o objetivo de evitar qualquer interferência consciente 
ou não nos resultados do experimento.

Análise estatística. A diferença entre as reações médias nos 
animais não sensibilizados e sensibilizados foram avaliadas pelo 
teste t de Student, com nível de significância de 5%, e a magnitude 
da reação induzida por diferentes concentrações de proteína fo-
ram avaliadas pela análise de variância 1 fator.

RESULTADOS
A inoculação do PPD bovino provocou reações intradér-
micas em todos os animais sensibilizados (n= 19), que 
variaram entre 15 a 21 mm e foram significativamente su-
periores (p <0,0001) às observadas nos animais não sen-
sibilizados (n= 9). Diferentemente das proteínas utilizadas 
individualmente ou em forma de coquetel, que geraram re-
ação inespecífica nos animais não sensibilizados.

As proteínas PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1 purificadas em 
condições nativas (160 µg), quando utilizadas isoladamen-
te, não apresentaram reações médias significativamente 
superiores nos animais sensibilizados com relação aos não 
sensibilizados (p <0,05). Apesar de ESAT-6 ter apresentado 
a maior reação média (9,3 mm) nos animais sensibilizados, 
também provocou reações (7 mm) inespecíficas relevantes 
nos animais não sensibilizados (Fig.2). Mas quando as pro-
teínas foram combinadas na forma de coquetel, composto 
por 40 mg de cada uma, elas foram capazes de diferenciar os 
animais sensibilizados dos não sensibilizados (p= 0,002).

O teste intradérmico com a proteína ESAT-6 recom-
binante, purificada em condições nativa e desnaturante 
(Fig.3A e 3B), gerou reação cutânea média de 10,25 mm 

Fig.1. Fluxograma da distribuição dos animais (Cavia porcellus) nos grupos experimentais e os 
respectivos inóculos aplicados via intradérmica.
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nos animais sensibilizados, em leitura realizada após 24 
horas. Não houve diferença significativa (p=0,063) entre a 
magnitude das reações induzidas pela proteína administra-
da nas dosagens de 6, 12, 24 e 48µg (Fig.4).

Os animais não sensibilizados também desenvolveram 
reação média de 10,25mm, mas somente em resposta as 
quatro dosagens testadas da proteína ESAT-6 purificada 
em condições desnaturantes, pois o mesmo não foi obser-
vado quando da utilização do PPD de M. bovis, salina e com 
as diferentes dosagens de ESAT-6 purificada em condição 
nativa.

A especificidade da proteína ESAT-6 em estimular rea-
ção cutânea nos animais foi influenciada pela condição de 
solubilização e purificação. Pois, ao comparar a utilização 
dos detergentes para solubilizar os agregados proteicos 

e purificação em condição nativa, em relação ao emprego 
de agente caotrópico para solubilização e purificação em 
condição desnaturante, foi observado que as proteínas que 
foram submetidas a esse último método induziram reações 
inflamatórias locais nos animais não sensibilizados, com as 
quatro dosagens de proteína testadas (6, 12, 24 e 48µg).

DISCUSSÃO
Estudos prévios têm demonstrado que a utilização de antí-
genos específicos do complexo Mycobacterium tuberculosis 
(CMT) em teste intradérmico pode proporcionar um diag-
nóstico mais específico e sensível (Whelan et al. 2010, Xin 
et al. 2013).

No presente estudo, avaliamos o potencial de ESAT-6 
que é uma proteína naturalmente imunodominante entre 
as espécies do CMT (Mustafa et al. 2002), a ESX-1 e as pro-
teínas da família das PEs, PE5 e PE13, que juntas são res-
ponsáveis pela interação com as células do hospedeiro, mo-
dulação da resposta imunológica e persistência da infecção 
(Sani et al. 2010).

Fig.3. Comparação do desempenho da proteína ESAT-6 submetida a duas condições de purifica-
ção em estimular reação no teste intradérmico. (A) Proteína purificada em condições nativas; 
(B) Proteína purificada em condições desnaturantes.

Fig.4. Comparação entre as reações intradérmicas médias (mm) 
desencadeadas pelas diferentes concentrações da proteína 
ESAT-6 (6, 12, 24, 48 mg) purificada em condições nativas 
quando aplicadas em teste intradérmico em Cavia porcellus 
sensibilizados com Mycobacterium bovis.Fig.2. Tamanho médio das reações intradérmicas em Cavia por-

cellus sensibilizados e não sensibilizados com Mycobacterium 
bovis, utilizando as proteínas PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1 re-
combinantes purificadas em condições nativas (160mg) e co-
quetel (40mg de cada). *Diferença significativa entre animais 
sensibilizados e não sensibilizados pelo teste t de Student.
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A aplicação desses antígenos tem variado e os resultados 
mais promissores têm sido observados quando combina-
ções de antígenos em coquetéis são utilizadas em compara-
ção 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 proteínas PE5, PE13, ESAT-6 e ESX-1 
foi capaz de induzir resposta inflamatória nos animais sen-
sibilizados, superiores as desencadeadas nos animais não 
sensibilizados. O que não pôde ser observado quando as 
mesmas proteínas foram aplicadas individualmente.

Em avaliação semelhante, utilizando as proteínas ESAT-
6, CFP10, MPB70, MPB83 e Rv3615c para teste intradér-
mico em bovinos, Whelan et al. (2010) observaram que as 
proteínas MPB70, MPB83 e RV3615c testadas isoladamen-
te apresentaram pouca capacidade de induzir a produção 
de interferon-gama in vitro, se comparado com ESAT-6 e 
CFP10, assim como não foram capazes de detectar bovinos 
naturalmente infectados em teste intradérmico. A combi-
nação dessas proteínas por outro lado, foi capaz de diferen-
ciar animais infectados de não infectados no teste intradér-
mico. No entanto, a exclusão destas proteínas do coquetel 
diminuiu significativamente a sensibilidade do teste. O que 
indica que as proteínas subdominantes estão envolvidas no 
processo de hipersensibilidade tardia induzindo o recruta-
mento de células T antígeno-específicas que potencializam 
a ação das proteínas imunodominantes ESAT-6 e CFP10. O 
que leva a concluir que todos os antígenos desempenham 
papel fundamental na resposta contra M. bovis e conse-
quentemente são importantes para serem testados no teste 
intradérmico.

Assim, considerando a importância da interação prote-
ína-proteína e a interferência imunológica entre os vários 
componentes de coquetéis multiantigênicos, as reações de 
hipersensibilidade tardia devem ser investigadas usando 
várias combinações de proteínas em comparação com o 
PPD bovino (Kalra et al. 2010).

A proteína ESAT-6 confirmou seu potencial para o diag-
nóstico da tuberculose bovina, devido à capacidade de-
monstrada nesse estudo, quando purificada em condição 
nativa, em diferenciar os animais sensibilizados experi-
mentalmente daqueles não sensibilizados, mesmo quando 
utilizada a menor concentração de 6 mg. Além disso, os re-
sultados demonstraram não haver diferença significativa 
na magnitude das reações estimuladas por ESAT-6 nas do-
sagens de 6, 12, 24 e 48mg, indicando que não foi possível 
observar uma relação de dose dependência, assim como 
observado por Xin et al. (2013), ao testar as concentra-
ções de 20, 50 e 70mg 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 cutâneo em animais, observaram 
uma reação proporcional ao aumento da concentração das 
proteínas de 0,01, 0,1 e 1mg, mas que só foi verificado após 
sucessivas aplicações de seis doses da proteína no mesmo 
animal, o que estimulou a potencialização da resposta de 
hipersensibilidade.

As reações observadas nos animais não sensibilizados, 
induzidas pelas proteínas, podem estar relacionadas a sub-
produtos do processo de lise para ruptura da célula bac-

teriana e liberação das proteínas e do método de solubili-
zação e purificação das proteínas recombinantes, que são 
expressas na maioria das vezes na forma de corpúsculos 
de inclusão. Esses corpúsculos são compostos por agrega-
dos proteicos, geralmente na forma inativa e insolúvel, que 
se acumulam no interior da bactéria produtora, devido ao 
estresse por elevadas temperaturas ou superexpressão gê-
nica (Singh & Panda 2005). Além desses agregados homó-
logos, podem ser formados também agregados heterólogos 
de proteínas com lipídeos, polissacarídeos e com outros 
componentes de membrana (Fifis et al. 1994).

As proteínas produzidas nessas condições não podem ser 
purificadas de forma eficiente diretamente do cultivo celu-
lar, sem antes receberem um tratamento para a lise celular e 
solubilização dos agregados. Para esse procedimento, além 
das técnicas de lise mecânica como a desrupção ultrassôni-
ca e método físico como o choque térmico (congelamento/
descongelamento), é necessário lançar mão do processo de 
lise química utilizando agentes caotrópicos como a uréia e 
o hidrocloreto de guanidina que rompem as interações não 
covalentes, aumentam a solubilidade das substâncias apo-
lares e desfazem as interações hidrofóbicas desnaturando 
as proteínas. No entanto, se levarmos em consideração que 
a imunotoxicidade é a questão mais importante à cerca dos 
reagentes utilizados para o diagnóstico intradérmico que 
depende de uma resposta imunológica (Du et al. 2013), es-
ses agentes desnaturantes precisam ser totalmente remo-
vidos das amostras proteicas por apresentarem toxicidade 
celular. Contudo, o processo de diálise de 72 h empregado 
nesse estudo parece não ter sido suficiente para completa 
remoção desses reagentes das amostras proteicas.

Uma alternativa para solubilizar os corpúsculos de in-
clusão é a utilização dos surfactantes, como o sarcosil que 
é um detergente iônico e o triton X-100 um detergente não 
iônico que solubilizam os agregados proteicos devido à 
formação de complexo proteína/detergente sob condições 
normalmente não-desnaturantes, preservando a forma 
biologicamente ativa da proteína (Bhairi & Mohan 2007). 
Apesar de o triton X apresentar massa micelar média de 
80.000 Da, que não permite sua remoção por diálise, a sua 
utilização em baixa concentração (1%), que foi adiciona-
da no início do processo de purificação, somada as baixas 
concentrações de proteína (6, 12, 24 e 48 mg), se mostrou 
atóxico no teste cutâneo nos animais, permitindo a indução 
de reações inflamatórias específicas pelas proteínas. Além 
disso, esse detergente ajuda a remover as endotoxinas pro-
venientes da parede celular da bactéria Escherichia coli na 
qual as proteínas foram produzidas, pois elas podem ativar 
a resposta imune e interferir nas reações induzidas pelas 
proteínas de M. bovis. Dessa forma, pode-se destacar que 
a utilização da proteína ESAT-6 isoladamente em uma con-
centração maior (160 mg), provocou reações semelhantes 
tanto nos animais sensibilizados experimentalmente quan-
to nos não sensibilizados, o que indica que com o aumento 
da concentração da proteína, mais resíduos do detergente 
foi administrado no inóculo, o que levou a indução de rea-
ções inespecíficas.

Nesse sentido, Aggerbeck & Madsen (2006) relatam 
que a rota de administração e a dose do antígeno influen-
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ciam a ocorrência de reações locais mesmo em animais não 
sensibilizados, pois observaram reações cutâneas de 6mm 
em resposta a aplicação de 100mg da proteína ESAT-6 em 
animais naives, semelhante ao encontrado quando 1% de 
tween 20 foi injetado. Porém, quando 10mg de ESAT-6 foi 
aplicada, não foram observadas reações nesses animais. 
Dessa forma, as reações inespecíficas desenvolvidas foram 
atribuídas aos resíduos do detergente tween 20 presente 
no tampão utilizado para a purificação da proteína.

CONCLUSÕES
As condições de solubilização e purificação influencia-

ram o desempenho antigênico das proteínas, pois, quando 
produzidas em condições desnaturantes desencadearam 
reações inespecíficas nos animais não sensibilizados, en-
quanto que aquelas produzidas em condições nativas e 
aplicadas na forma de um coquetel (PE5, PE13, ESAT-6 e 
ESX-1) na concentração de 40µg de cada proteína ou ESAT-
6 nativa aplicada individualmente nas concentrações (6, 
12, 24 e 48µg) induziram reações intradérmicas significati-
vas apenas em Cavia porcellus sensibilizados com Mycobac-
terium bovis inativado.

Tais respostas, embora presentes, ainda não fazem com 
que essas proteínas recombinantes representem uma al-
ternativa ao teste intradérmico com PPD bovino.
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