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RESUMO 

 
 A Linfadenite Caseosa é uma doença infectocontagiosa, de caráter crônico 
causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, afeta diversas espécies 
de animais domésticos. Tem potencial zoonótico, que causa grandes prejuízos 
econômicos para caprinocultura, como diminuição na produção de carne, leite e 
desvalorização do couro. Objetivou-se avaliar a capacidade imunorreativa do antígeno 
liofilizado de Corynebacterium pseudotuberculosis para um teste ELISA indireto para 
diagnóstico da linfadenite caseosa em caprinos. Nesse sentido, foi produzido o 
antígeno liofilizado a partir da Corynebacterium pseudotuberculosis cepa 1002, o qual 
foi testado a partir da técnica ELISA indireto para avaliar a capacidade imunoretativa 
e a sua melhor diluição. Em seguida, determinou-se 1:400 como a diluição de escolha, 
a posteriori foi realizado o ensaio de ELISA indireto utilizando 45 soros caprino 
comprovadamente positivos e 45 negativos para linfadenite caseosa, para realização 
do cálculo do Cut off (ponto de corte) e parâmetros como cálculos os parâmetros de 
Cut-off, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, 
Acurácia e o índice Kappa. Os resultados demonstraram para Cut off (densidade 
óptica) valor de 0,252, já a sensibilidade do teste foi de 91,1% e especificidade de 
84,4% com valor preditivo positivo de 98,5%, valor preditivo negativo de 92,8%, 
acurácia de 87,1% e índice Kappa de 0,898. O antígeno Corynebacterium 
pseudotuberculosis liofilizado apresentou capacidade imunoretaiva, com 
reconhecimento de anticorpos anti-Corynebacterium pseudotuberculosis em soro 
caprino no teste ELISA indireto, sendo possível sua aplicação como ferramenta 
diagnostica para linfadenite caseosa em caprinos. 
 

Palavras-chaves: imunodiagnóstico, padronização, anticorpos. 

  



ABSTRACT 
 
 Caseous lymphadenitis is a chronic infectious disease caused by the bacterium 
Corynebacterium pseudotuberculosis, affecting several species of domestic animals. 
It has zoonotic potential, which causes major economic losses for goat farming, such 
as decreased meat production, milk and leather devaluation. The aim of this study was 
to evaluate the immunoreactive capacity of the lyophilized antigen of Corynebacterium 
pseudotuberculosis for an indirect ELISA test to diagnose caseous lymphadenitis in 
goats. In this sense, the lyophilized antigen was produced from Corynebacterium 
pseudotuberculosis strain 1002, which was tested using the indirect ELISA technique 
to evaluate the immunoreactive capacity and its best dilution. Subsequently, 1:400 was 
determined as the dilution of choice, afterwards the indirect ELISA was performed 
using 45 samples positive and 45 negative goat lymphadenitis, for perform the Cut off 
and cutoff calculations. parameters such as cut-off parameters, sensitivity, specificity, 
positive predictive value, negative predictive value, accuracy and Kappa index. The 
results showed cut off (optical density) value of 0.252, whereas the sensitivity of the 
test was 91.1% and specificity of 84.4% with positive predictive value of 98.5%, 
negative predictive value of 92.8%. accuracy of 87.1% and Kappa index of 0.898. The 
lyophilized Corynebacterium pseudotuberculosis antigen presented immunoreactive 
capacity, with recognition of anti-Corynebacterium pseudotuberculosis antibodies in 
goat serum in the indirect ELISA test, being possible its application as a diagnostic tool 
for caffeine caseous lymphadenitis. 
 
Keywords: immunodiagnosis, standardization, antibodies.  
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1. INTRODUÇÃO 1 

 2 

 O agronegócio associado a novos investimentos e tecnologias permitiu o 3 

desenvolvimento de diversos setores, diante disso a caprinocultura tem apresentado 4 

ganhos econômicos satisfatórios para produção mundial e nacional. Sendo, a região 5 

nordeste com maior número de caprinos do Brasil e a Bahia o estado com o maior 6 

efetivo. Contudo, problemas afetam a produtividade e trazem impacto negativo na 7 

economia, a exemplo das afecções de caráter infeccioso que cursam com baixa 8 

produção de leite, carne e desvalorização do couro.  9 

 Dentre estas destaca-se a Linfadenite Caseosa (LC), doença crônica, 10 

infectocontagiosa de distribuição cosmopolita causada pela bactéria Corynebacterium 11 

pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis) que acomete animais domésticos, como 12 

bovinos, búfalos, camelo, caprinos, equinos, ovinos e suínos, além de silvestres e 13 

recentemente relatado em uma rã (Lepidobatrachus laevis).  14 

 A capacidade de adaptar-se a outras espécies está relacionada com os seus 15 

fatores de virulência, sendo a fosfolipase D (PLD) uma das mais importantes, 16 

contribuindo para sua disseminação pelos sistemas hemático e linfático, para órgãos 17 

do sistema nervoso, respiratório, digestório, urinário e reprodutivo. O alcance em 18 

diferentes sistemas deve-se também a capacidade de escapar da resposta imune, 19 

resistindo aos processos enzimáticos do fagolisossomo após fagocitose, podendo 20 

nessa fase intracelular multiplicar-se para posteriormente disseminar-se para outros 21 

locais do organismo. 22 

 Os sinais clínicos principais são a formação de abcesso em linfonodos 23 

superficiais e internos e órgãos viscerais, levando a cronicidade característica da 24 

doença com hipertermia, emagrecimento, aborto, infertilidade, entre outros. 25 

Entretanto, os animais podem cursar com a infecção de forma assintomática. A LC 26 

não apresenta predileção por idade, porém é visto maior acometimento em fêmeas do 27 

que machos, estando distribuída em praticamente todos os estados brasileiros, com 28 

incidência significativa no estado da Bahia. 29 

 A transmissão acontece por contato direto com conteúdo purulento ou pela 30 

alimentação, água e fômites contaminados. O diagnóstico clínico não confirma a 31 

doença, mas é fundamental que seja realizado em associação com algum tipo de 32 
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exame complementar, dentre esses podem ser realizados o bacteriológico, molecular, 33 

hematológico, bioquímico, histopatológico e sorológico. 34 

 Os testes sorológicos mais utilizados são capazes de detectar quantidades em 35 

nanograma a picogramas de anticorpos por mililitros de soro sanguíneo, possibilitando 36 

identificar animais naturalmente expostos ao C. pseudotuberculosis ou que se 37 

encontram na fase subclínica da doença, além de serem usados em avaliação de 38 

resposta vacinal em pesquisa. 39 

 Contudo, os antígenos são fundamentais, nesse sentido tecnologias como as 40 

proteínas recombinantes foram desenvolvidas, apresentando resultados satisfatórios. 41 

Porém o alto investimento dessa tecnologia, aumenta o custo do exame final para o 42 

produtor, sendo assim é importante a realização de pesquisas para identificar 43 

antígenos com potencial antigênico e com baixo custo de produção. 44 

45 
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2. OBJETIVO 46 

 47 

2.1 Geral 48 

 49 

 Avaliar imunoreatividade do antígeno liofilizado de Corynebacterium 50 

pseudotuberculosis em um teste ELISA indireto para diagnóstico da Linfadenite 51 

Caseosa em caprinos. 52 

 53 

2.2 Específico  54 

 55 

 Produzir um antígeno liofilizado de Corynebacterium pseudotuberculosis para 56 

um teste ELISA indireto. 57 

 Avaliar a capacidade imunoretaiva de um antígeno de Corynebacterium 58 

pseudotuberculosis liofilizado em um teste ELISA indireto. 59 

 Determinar o Cut off para o ELISA indireto com antígeno Corynebacterium 60 

pseudotuberculosis liofilizado. 61 

 Estudar o desempenho dos testes quanto à sensibilidade e especificidade. 62 

63 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 64 

 65 

3.1 Caprinocultura  66 

 67 

O agronegócio tem ganhado destaque mundialmente, consolidando práticas já 68 

adotadas e alcançando novas fronteiras com o auxílio das tecnologias e investimentos 69 

aplicados a cadeia produtiva dos diversos setores agropecuários, tornando-se 70 

competitivos para o mercado interno e externo dos seus respectivos países (CHEGE; 71 

WANG, 2019; GAFFNEY et al., 2019; ROCHE, 2019; SIMÕES et al., 2019).  72 

Nesse sentido, a inserção da caprinocultura no setor pecuário tem crescido 73 

anualmente. No Brasil, foi alcançado aumento de 16,1% entre 2006 e 2017, segundo 74 

os dados do censo agropecuário realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e 75 

Estatística (IBGE), pode-se observar que o efetivo de cabeças de caprinos (bodes, 76 

cabras e cabritos) criados no Brasil foi de 9.592.079, em 2017 com destaque para 77 

região Nordeste que se apresenta em primeiro lugar no ranking nacional com 93,24%, 78 

ou seja, cerca de 8.944.461 milhões de cabeças, seguido da região Sul com 230.932, 79 

Norte 164.597, Sudeste 161.412 e Centro-oeste 90.677 (IBGE, 2018). 80 

 Assim, a Bahia segue expandindo a produtividade, consolidando-se com 81 

índices crescentes em 2017 com relação aos estados brasileiros, concentrando 82 

2.960.443 milhões de cabeças de caprino, ficando à frente de Pernambuco 83 

(2.157.149) e Piauí (1.227.508), o município baiano que se destaca é Casa Nova com 84 

468.258 caprinos, representado cerca de 4,8% do total nacional (IBGE, 2018). 85 

 A caprinocultura no território nacional está inserida em diversas regiões, as 86 

quais variam em clima, solo, vegetação e tecnologias de produção, o que influencia 87 

nos diferentes sistemas de criação e manejos adotados em cada região (RIBEIRO; 88 

ALENCAR, 2019). A variabilidade genética das raças caprinas permitiu ao homem 89 

explorar as suas múltiplas aptidões com ferramentas de melhoramento genético e 90 

estudos em manejo nutricional, sanitário, ambiental e reprodutivo (RIBEIRO et al., 91 

2016). 92 

 As raças ao longo dos anos foram inseridas em categorias de produção para 93 

carne ou leite, e quando atuam tanto para leite quanto para carne, são considerados 94 

animais de dupla aptidão (CRUZ et al., 2019a). Para isso, raças importadas, puras e 95 

nativas ganharam espaço em diferentes locais do Brasil, conforme disponibilidade dos 96 

recursos naturais (CÂMARA et al., 2019). O Nordeste, por exemplo, apresenta-se com 97 
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áreas de clima tropical, semiárido e equatorial úmido, onde há locais com grandes 98 

períodos de seca, como é o caso dos estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Minas 99 

Gerais, Paraíba, Pernambuco, Piauí, Rio Grande do Norte e Sergipe (IBGE, 2019).  100 

 Nestes estados ocorre maior adoção de raças nativas, ou seja, que exercem 101 

dupla aptidão (ARAUJO et al., 2015). Entre 2006 e 2017, o número de animais 102 

comercializados no Brasil aumentou de 1,15 milhões para 1,90 milhões de cabeças, 103 

representando crescimento de 65% (EMBRAPA, 2018). Apesar da caprinocultura 104 

estar se desenvolvendo e ser fonte de renda para alguns produtores, para outros está 105 

ainda é considerada atividade de subsistência, realidade de muitos criadores do 106 

semiárido nordestino (CRUZ et al., 2019b).  107 

 A expansão da cadeia produtiva poderia ser ainda mais representativa, se não 108 

houvessem prejuízos econômicos ligados a manejos, ambientes e instalações 109 

inadequadas, falta de conhecimento técnico do produtor, além de enfermidades 110 

parasitarias e infecciosas, que encontram-se disseminadas por boa parte dos 111 

rebanhos brasileiros (NETO; OLIVEIRA; SILVEIRA, 2019). Com isso, afecções como 112 

a LC causam grandes impactos econômicos na produção com uso de medicamentos 113 

terapêuticos, assistência médica veterinária, condenação de carcaça e descarte dos 114 

animais (BARNABÉ et al., 2019). 115 

 116 

3.2 Agente etiológico  117 

 118 
 C. pseudotuberculosis são micro-organismo imóveis, não esporulados com 119 

dimensões entre 0,5-0,6 μm por 1-3 μm, apresentam-se normalmente como bacilos 120 

curtos, contudo assumem forma pleomórfica, ou seja, variam quanto a morfologia em 121 

função das condições em que são submetidos in vivo ou in vitro, logo, essas bactérias 122 

podem ser encontradas em formato de bacilos ou cocobacilos, isolados, aos pares ou 123 

formando grupamentos irregulares, ficando dispostas em paralelos ou em diferentes 124 

ângulos, similar ao alfabeto chinês em esfregaços confeccionados em laboratórios ou 125 

em exame a fresco (BURKOVSKI, 2013). 126 

 Por se tratarem de micro-organismos Gram-positivos, podem ser visualizados 127 

pelo método de Gram, o qual usa-se cristal violeta como base a sua coloração 128 

conferido cor violeta a estrutura celular (WINN et al., 2008). Outras técnicas como as 129 

histológicas ou hematológicas utilizam corantes como eosina (acidofílico) e 130 

hematoxilina (basofílico) para identificação da célula por meio da coloração basofílica 131 

(SOOD et al., 2012).  132 
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 A parede celular das corinebactérias possui uma matriz complexa de proteína-133 

carboidrato composta por peptídeoglicano formado pelo ácido meso-diaminopimélico, 134 

N-acetilmurâmico e N-acetilglucosamina ligados covalentemente com 135 

arabinogalactano, conferindo a primeira barreira externa da bactéria (DORELLA et al., 136 

2006a; BURKOVSKI, 2013). Zuber et al. (2008) demonstraram por microscopia 137 

crioeletrônica de seções vítreas a formação de membrana externa composta de ácido 138 

micólico formado por cadeias curtas de beta-hidróxi e cadeia lateral de alfa-alqui longa 139 

e a visualização de uma camada granular com zona de baixa densidade.  140 

 Quanto aos aspectos bioquímicos, realizam processos fermentativos de 141 

carboidratos como glicose, ribose, trealose, porém sem produção de gás, sendo 142 

variáveis quanto a fermentação da maltose e lactose. São micro-organismos 143 

produtores da enzima catalase e urease, contudo não hidrolisam gelatina, caseína e 144 

esculina, não produzem a enzima citocromo-c oxidase, logo são considerados oxidase 145 

negativa (WINN et al., 2008). A presença da enzima nitrato redutases permite 146 

classificar o C. pseudotuberculosis em dois biovares, no biovar equi ocorre conversão 147 

do nitrato para nitrito, enquanto que no biovar ovis não reduz este substrato (ALMEIDA 148 

et al., 2017a).  149 

 Devido à presença de nitrato redutase, o biovar equi pode sobreviver na 150 

ausência de oxigênio, em contrapartida, o biovar ovis não possui nitrato redutase, 151 

utilizando diferentes fontes de carbono para seu metabolismo basal (ALMEIDA et al., 152 

2017a). As estruturas dos pilus encontradas no biovar ovis podem ser responsáveis 153 

pela capacidade dessas cepas de se espalharem pelos órgãos do hospedeiro para 154 

viver de forma intracelular, em contraste com o biovar equi, que raramente ataca os 155 

tecidos viscerais (SOARES et al., 2013).  156 

 157 

3.3 Taxonomia 158 

 159 

 C. pseudotuberculosis pertence ao filo e classe Actinobacteria, estão em uma 160 

diversidade de micro-organismos, distribuídos amplamente nos ecossistemas 161 

terrestres e aquáticos. Presentes na ordem Actinomycetales, compartilham genótipos 162 

com a subordem Corynebacterium e família Corynebacteriaceae (GROSSART et al., 163 

2004; OSKAY; USAME; CEM, 2005).  164 

 O gênero Corynebacterium em associação com Mycobacterium spp., Nocardia 165 

spp. e Rhodococcus spp. são denominados de CMNR, que significa um complexo de 166 



18 
 

bactérias da mesma família, compartilhando particularidades morfológicas e 167 

bioquímicas, além de apresentar na parede celular polimérico de peptideoglicano, 168 

arabinogalactano e ácido micólico e alta quantidade de guanina e citosina no seu 169 

genoma (DORELLA et al., 2006a). 170 

 Em virtude das inúmeras espécies do gênero descobertas ao logo dos anos, os 171 

desafios para distinguir novas estirpes surgiram, ferramentas como a biologia 172 

molecular com uso do sequenciamento gênico 16S rRNA rpoB, estão sendo usados 173 

rotineiramente como adjuvante à caracterização (KHAMIS et al., 2005). 174 

 A espécie mais conhecida do Corynebacterium spp é o patógeno 175 

Corynebacterium diphtheriae, agente etiológico da difteria humana, doença toxêmica 176 

de evolução aguda. Esse micro-organismo vem sendo isolado de infecções invasivas, 177 

como endocardite, sepse, osteomielite, artrite, entre outras (TORRES et al., 2013). 178 

 179 

3.4 Fatores de virulência 180 

 181 

 O envoltório celular da bactéria C. pseudotuberculosis apresenta-se com alto 182 

teor de lipídeos, o qual destaca-se os ácidos micólicos presentes na camada externa 183 

(DROPPA-ALMEIDA et al., 2016). Diversos fatores endógenos ligados a virulência 184 

foram descritos, tais como resistência frente as enzimas lipolíticas presentes no 185 

fagolisossomo, desidratação em ambientes hostis, capacidade de formar biofilmes e 186 

inibição a agentes antimicrobianos físicos e químicos, além de induzir a formação do 187 

abcesso pela quimiotaxia por componentes inflamatórios e ação necrosante (ZUBER 188 

et al., 2008; BASTOS et al., 2012; MORAES et al., 2014).  189 

 Outro constituinte importante é o glicolipídeo fosfatifilmioinositol ancorados à 190 

manose, lipomanano e lipoarabinomanano, que apresenta ação semelhante ao ácido 191 

micólico (MISHRA et al., 2008). Uma análise da rede de interação de proteínas 192 

associadas a membrana demonstrou que 22 destas são potencialmente patogênicas 193 

e quatro (ciuA, fagA, OppA4 e OppCD) estão interligadas aos transportadores ABC 194 

(ABC Transporters). Tais mecanismos tem a finalidade de transportar e absorver 195 

lipídeos, peptídeos e sacarídeos do meio externos, sendo fundamental para fase 196 

intracelular (RAYNAL et al., 2018). 197 

 Demais fatores foram detectados com a mesma finalidade por Moraes et al. 198 

(2014), que evidenciaram a ação dos transportadores de peptídeos na captura de 199 

peptídeos extracelulares em C. pseudotuberculosis. Além dos fatores de virulência 200 
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endógenos mencionados, há também os exógenos, a exemplo da PLD que 201 

desempenha atividade crucial na virulência da espécie, sendo uma das exotoxinas 202 

mais estudadas (SOARES et al., 2013).  203 

 A PLD apresenta capacidade de hidrolisar a esfingomielina que está presente 204 

nas membranas celulares enfraquecendo-as, e favorecendo a infecção. Diversos 205 

danos na patogênese da LC estão relacionados com a PLD como a indução da 206 

permeabilidade vascular com alterações no eritrograma, leucograma e bioquímica do 207 

sangue MAHMOOD et al. (2015a), ação dermonecrótica, redução da viabilidade de 208 

macrófagos após infecção (MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2005)  209 

 Sá et al. (2013a), detectaram através da Reação em Cadeia da Polimerase –210 

PCR outros genes de virulência como fagA, B, C e D isolados de cepas de C. 211 

pseudotuberculosis, provenientes de abcessos de caprino e ovinos, os quais estão 212 

envolvidos na absorção de ferro. Além destes, outros foram identificados por analise 213 

cromossomal como Corynebacterium pseudotuberculosis 40 (cpp), neuraminidase H 214 

(nanH), proteína SpaC (spaC), óxido nítrico redutase (nem), superóxido dismutase 215 

(SodC) sendo importantes para o mecanismo de invasão, adesão e manutenção 216 

intracelular (TROST et al., 2010; CASSAT; SKAAR, 2013; CORRÊA et al., 2018). 217 

 218 

3.5 Patogenia  219 

 220 

 A patogênese da LC ocorre após invasão do C. pseudotuberculosis no 221 

hospedeiro pelas vias de entrada, que podem ser lesões cutâneas, mucosa oral, 222 

ocular, nasal, alveolar, vaginal integras ou lesionadas, com período de incubação que 223 

varia entre três e 20 semanas Odhah et al. (2017), contudo, duas semanas pós 224 

infecção experimental já foi evidenciado sinais clínicos (MAHMOOD et al., 2015a).  225 

 A partir do local de entrada, os micro-organismos podem ser fagocitados por 226 

neutrófilos, macrófagos e ou sofrer ação de outros componentes do sistema imune, 227 

seguindo dois caminhos: o primeiro ser eliminado e o segundo desenvolver 228 

mecanismos de resistência intracelular, mais especificamente nos macrófagos (SÁ et 229 

al., 2018a).  230 

 Essa habilidade permite classificá-los como micro-organismos intracelulares 231 

facultativos, de modo que após a fagocitose, o fagossomo funde-se ao lisossomo 232 

formando o fagolisossomo, entretanto os mecanismos de virulência impedem a ação 233 

das enzimas lisossomais. A sobrevivência continuada no interior dos lisossomos, 234 
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garante proteção e tempo para multiplicação de novas células, ao estarem no interior 235 

destas células disseminam-se pelo sistema hematógeno, e consequentemente 236 

linfático para linfonodos e outros órgãos (MOTTA, CREMASCO, RIBEIRO et al., 237 

2011). 238 

 Pesquisa com células derivada de linhagem renais embrionárias de ovino, já 239 

demonstra a sobrevivência do C. pseudotuberculosis no interior destas, portanto as 240 

células não fagocíticas podem desempenhar papel de manutenção desses micro-241 

organismos. Isso levanta a hipótese de que outras células realizem função semelhante 242 

(VALDIVIA et al., 2012). 243 

 Para que tais processos de adaptação e manutenção celular sejam efetivos, 244 

mecanismos de virulência são determinantes nos estágios iniciais da infecção. Em 245 

investigações relacionadas a inativação de macrófagos, podem ser vistas interações 246 

da PLD com células endoteliais, induzindo a vasodilatação e aumentando a 247 

permeabilidade capilar, facilitando a disseminação do agente para diversos órgão 248 

(MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2005).  249 

 O hospedeiro na tentativa de conter o avanço da infecção induz a formação dos 250 

abcessos por meio de componentes inflamatórios como células epitelióides, que se 251 

fusionam para dar origem as células gigantes multinucleadas, além de células 252 

polimorfonucleares como os neutrófilos e macrófagos que distribuem-se em torno de 253 

um centro laminar necrótico com aspecto de cebola, envolto por cápsula fibrosa de 254 

tecido conjuntivo (FONTAINE; BAIRD, 2008). 255 

 Outros componentes envolvidos no processo de formação dos abscessos são 256 

as citocinas, a exemplos dos interferons, interleucinas e fator de necrose tumoral 257 

mediadores da resposta inflamatória. Nesse sentido, ocorre propagação devido a 258 

produção da exotoxina PLD, responsável pela formação do abscesso em fígado, rins, 259 

coração, medula espinhal, testículos, glândulas mamárias e via respiratória, além dos 260 

linfonodos superficiais e internos (MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2007; FONTAINE; 261 

BAIRD, 2008; AL-GAABARY et al., 2009). 262 

 263 

3.6 Resposta imunológica 264 

 265 

3.6.1 Resposta imune inata  266 

 267 
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 A primeira resposta frente a infecção primária por C. pseudotuberculosis, é 268 

mediada por componentes do sistema imune inato, sendo considerada uma ação 269 

inespecífica pelo sistema imunológico. Portanto logo após a infeção, células 270 

fagocíticas como neutrófilos, macrófagos e moléculas solúveis do sistema 271 

complemento, proteínas de fase aguda, citocinas e quimiocinas são recrutadas para 272 

o sítio de infecção (DORELLA et al., 2006b; FALISSE-POIRRIER et al., 2006; 273 

BASTOS et al., 2012). Os neutrófilos por estarem presentes no endotélio vascular, 274 

atuam na produção de quimiotáticos que são liberadas afim de atrair monócitos que 275 

por sua vez liberam moléculas pró-inflamatórias IL-1α, IL-6, INF-γ e TNF-α (PAULE et 276 

al., 2004). 277 

 Os monócitos recrutados, são ativados para desempenharem função 278 

fagocítica, passando a serem considerados como macrófagos, estes por sua vez 279 

liberam óxido nítrico (NO), conhecido como monóxido de nitrogênio, produzido pela 280 

enzima óxido nítrico sintetase (NOS) que tem ação sob lipídios membrana, com 281 

atividade citostática e citotóxica, eliminando os patógenos por meio da ligação direta 282 

de cofatores enzimáticos como o ferro (STEFANSKA et al., 2010). A bactéria C. 283 

pseudotuberculosis, consegue interferir na produção do NO nos macrófagos, isso 284 

garante em associação com outros mecanismos a sua resistência no interior destas 285 

células explicando o desenvolvimento da forma crônica da doença (MARINO et al., 286 

2015). 287 

 Entretanto, apesar desta poderosa ferramenta, ocorre dificuldade pelos 288 

macrófagos em produzir e eliminar o NO, supõem-se que isso ocorra devido a 289 

estimulação das frações de antígenos destes micro-organismos. Esta baixa produção 290 

de NO após estimulação com componentes desta bactéria, pode ser um fator capaz 291 

de explicar o desenvolvimento de infecções crônicas em pequenos ruminantes 292 

(MACHADO, 2004). 293 

 294 

3.6.2 Resposta imune adaptativa 295 

 296 

 A resposta imune humoral mediada por imunoglobulinas é fundamental para 297 

impedir a disseminação de C. pseudotuberculosis para outros locais do organismo 298 

(SOUZA et al., 2011). Após infecção, pode ocorrer o mecanismo de resistência 299 

intracelular ou eliminação do micro-organismo, para isso, as células apresentadoras 300 

de antígenos através do complexo principal de histocompatibilidade tipo II (MHC II) 301 

desempenham função de processar e apresentar fragmentos antigênicos do patógeno 302 
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aos linfócitos T auxiliares (T CD4+) e T citotóxicos (T CD8+) (MEYER et al., 2002; 303 

ALVES; SANTIAGO; PINHEIRO, 2007). 304 

 Os linfócitos T CD4+ se subdividem em T auxiliares tipo 1 (Th1) e T auxiliares 305 

do tipo 2 (Th2), os quais são fundamentais para resposta imunológica contra o C. 306 

pseudotuberculosis, pois estimulam a produção de anticorpos pelas células B e 307 

atraem linfócitos T CD8, para o local de infecção (JENKINS et al., 2011; ZHU et al., 308 

2010; SILVA et al., 2014). 309 

 As células Th1, liberam citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e IL-2 que agem por 310 

quimiotáxia com T CD8+ e macrófagos, além de estimular reação de 311 

hipersensibilidade tardia IV e produção de anticorpos IgG2, que tem por finalidade 312 

destruição do agente patogênico (TODA; YOSHINO, 2016). Contudo, as células Th2 313 

tem função de estimular os linfócitos B, que consequentemente produziram anticorpos 314 

IgG1, por ação das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Salienta-se que as células Th1 podem 315 

inibir ou aumentar a expressão da resposta Th2 e vice-versa (JÚNIOR et al., 2010). 316 

 A produção IFN-γ pelas células Th1, mostrou-se capaz de reduzir a formação 317 

dos abcessos quando encontrado em altas concentrações, sendo considerado uma 318 

molécula de atividade antifibrótico (WYNN, 2004).  319 

 320 

3.7 Epidemiologia  321 

 322 

 A LC apresenta-se com distribuição mundial, sendo relatada em alguns países 323 

nas Américas do Sul (FARIAS et al., 2019) e do Norte (GUERRERO et al., 2018), 324 

Europa (COSTA et al., 2019), África (NABIH et al., 2018), Ásia (KONG et al., 2019), e 325 

Oceania (POINTON; HAMILTON; KIERMEIER, 2019). Com ocorrência em animais 326 

domésticos como bovinos (SOARES et al., 2017), búfalos (VIANA et al., 2017), camelo 327 

(ABDEL-RAHMAN et al., 2018), caprinos (ALVES et al., 2018), equinos (LOACHE et 328 

al., 2016), ovinos (SILVA et al., 2019) e suínos (OLIVEIRA et al., 2014), além de 329 

silvestres (MORALES et al., 2017) e recentemente foi relatado em uma rã 330 

(Lepidobatrachus laevis) (DIREN SIGIRCI et al., 2019). 331 

No Brasil, a ocorrência da LC estende-se por praticamente todos os estados, contudo 332 

a região nordeste apresenta maior prevalência, isso pode ser explicado pela região 333 

apresentar cerca de 93,24%, ou seja, 8.944.461 milhões de cabeças de caprinos em 334 

todo território nacional (ANDRADE et al., 2012; IBGE, 2018). 335 
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 Nesse sentido, foi observado ocorrência da LC ao longo dos anos em todos os 336 

estados do nordeste brasileiro. Barnabé et al. (2019), utilizando exame bacteriológico 337 

confirmou presença do agente C. pseudotuberculosis em 21,38% dos animais em 338 

patos na paraíba, já Farias et al. (2019) em avaliações sorológicas detectaram 339 

prevalências de 30,3% nos animais avaliados nos estados do Ceará, Piauí, Rio 340 

Grande do Norte, Paraíba e Sergipe. 341 

 Santos et al. (2018) em aplicação de questionário, registraram que em 92,3% 342 

das fazendas avaliadas em Pernambuco, os produtores afirmaram ter observado 343 

alguma vez presença do abscesso característico da LC, dentro dos seus respectivos 344 

rebanhos. No estado da Bahia, Meyer (2003), detectou por meio de avaliação 345 

sorológica prevalência de 46,6% para LC em caprinos.  346 

 Em avaliação de caprinos em cinco municípios do semiárido baiano foi 347 

observado a presença de abscesso superficiais em 3,6% (59/1.639) dos animais, 348 

destes sendo 71,4% (40/59) e 73,2% (41/59) foram confirmados para C. 349 

pseudotuberculosis pelo exame bacteriológico e PCR multiplex (mPCR), 350 

respectivamente, corroborando com a sorologia que identificou 71,2% dos 59 caprinos 351 

como abscessos superficiais (FEHLBERG, 2010).  352 

 Já na região do recôncavo da Bahia, município de Cruz das Almas, Amorim 353 

(2017) detectou anticorpos anti-C. pseudotuberculosis em 46,7% de 55 caprinos 354 

avaliados, por meio do ELISA indireto. A situação da LC é preocupante, visto que 355 

apresentam impactos econômicos negativo, que envolve desde assistência médico 356 

veterinária, até custo de tratamento e descarte dos animais (FACCIOLI-MARTINS et 357 

al., 2014). Segundo Andrade et al. (2012) e Ribeiro et al. (2013), a LC pode acometer 358 

indivíduos de qualquer idade, no entanto, apresenta-se mais frequente em animais 359 

com idades entre um a dois anos.  360 

 Em relação a ocorrência entre machos e fêmeas de caprinos mais afetados 361 

para LC, Al-Gaabary et al. (2009) observam que fêmeas são mais afetadas, segundo 362 

o autor, as fêmeas permanecerem no rebanho por maior período do que os machos 363 

que são abatidos mais cedo, justificando a incidência.  364 

 Quanto ao sistema de criação, foi verificado que para pequenos ruminantes no 365 

estado do Distrito Federal, o tipo extensivo foi o mais adotado, representando cerca 366 

de 48,4% das propriedades analisadas (CARMO et al., 2012). Contudo, Teixeira et al. 367 

(2015) avaliando o manejo zoosanitário nas mesorregiões Centro, Leste e Norte do 368 
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Estado do Maranhão, observaram predomínio do tipo semi-extensivo para caprinos e 369 

ovinos. 370 

 371 

3.8 Transmissão 372 

 373 
 A veiculação da bactéria C. pseudotuberculosis em caprinos é um tanto 374 

complexa, a doença apresenta-se de forma sintomática ou assintomática em caráter 375 

crônico, estando associada a diferentes fatores que podem ser sinérgicos 376 

potencializando a transmissibilidade nos sistemas de criação e nos variáveis tipos de 377 

manejo ambiental, alimentar, sanitário e reprodutivo (RODRIGUES et al., 2016; 378 

BARROS et al., 2018).  379 

 Dentre os principais sistemas de criação adotados no Brasil estão o extensivo, 380 

semi-extensivo e intensivo, havendo predomínio dos dois primeiros, que podem variar 381 

quanto a espécie trabalhada, tendo criação apenas de caprinos ou consorciada com 382 

outras espécies como ovino, bovino, equino, possibilitando disseminação interespécie 383 

da bactéria C. pseudotuberculosise e dos seus diferentes biovares. Estirpes presentes 384 

em outras espécies podem carrear no genoma novos fatores de virulência e genes de 385 

resistência, sendo um fator de risco (BARBOSA et al., 2018; MAIA et al., 2019).  386 

 A forma extensiva e semi-extensiva é adotada na maior parte do território 387 

nacional, principalmente na região semiárida do nordeste, norte do Espírito Santo e 388 

Minas Gerais, onde o bioma da caatinga está presente com temperaturas altas, 389 

umidade do ar baixa e vegetação com espécies de cactáceas, arbustivas e espinhosa 390 

(KAVAMURA et al., 2013). Segundo Gomide et al. (2018), há cerca de 258 genes que 391 

possivelmente codificam proteínas que garantem a sobrevivência da bactéria em 392 

condição de estresse térmico, o que contribui para manutenção do C. 393 

pseudotuberculosis nesse bioma. 394 

 Os animais que apresentem o abscesso externo ficam propensos a laceração 395 

por ação mecânica de plantas espinhosas, arbustos, dentre outros materiais da 396 

natureza que sejam capazes de perfurar o tecido ou por supuração natural em 397 

decorrência da fragilidade do tecido cutâneo (DUNO et al., 2016; AMORIM, 2017). 398 

Esse conteúdo ao ser exteriorizado contamina a vegetação, que acaba sendo utilizada 399 

como alimentação para outros animais, além de bebedouros, solo, instalações, 400 

equipamentos e objetos, ou seja, tudo que entra em contato com o material purulento 401 

torna-se uma fonte de infecção (SÁ et al., 2013b). 402 
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  Os abscessos podem ser incisionados com instrumentos perfuro-cortantes dos 403 

tratadores, que utilizam destes para outras finalidades pessoais, configurando um 404 

risco a sua saúde (ALI et al., 2013). O descarte incorreto do material purulento é 405 

determinante para manutenção do agente etiológico, visto que podem permanecer por 406 

semanas a meses no ambiente (SPIER et al., 2014). Com isso o manejo alimentar 407 

realizado com pastos ou forragens contaminadas de aspecto grosseiro podem 408 

contribuir para o surgimento da infecção (CETINKAYA et al., 2002; CARVALHO et al., 409 

2018).  410 

 Outros fatores predisponentes, são ferimentos gerados por procedimentos de 411 

castração, tosquia, brincagem e falta ou inadequação do tratamento do cordão 412 

umbilical (WINDSOR, 2011). Já a inalação de secreção purulenta, proveniente de 413 

abscessos, levam a ocorrência de abscessos pulmonares e linfonodos adjacentes 414 

(SINGH et al., 2018). Nesse sentido, tonsilas e linfonodos retrofaríngeos quando 415 

acometidos, podem ser responsáveis pela infecção aerógena de outros animais que 416 

estão em contato (OREIBY, 2015).  417 

 A aquisição de novos animais sem o período de quarentena e ausência de 418 

exames diagnósticos, representa um risco para o rebanho que não apresenta 419 

casuística de LC. A presença de animais em feiras agropecuárias também se 420 

apresenta como espaço de risco pelo contato próximo entre os animais (ALVES et al., 421 

2018). 422 

 423 

3.9 Sinais Clínicos  424 

 425 
 A infecção por C. pseudotuberculosis cursa em geral de forma crônica com 426 

apresentação de sinais clínicos ou sem presença evidente destes. A forma clássica 427 

da LC, ocorre pela formação de abscesso em linfonodos superficiais e internos, além 428 

de órgãos viscerais (SOOD et al., 2012; JUNG et al., 2015). As manifestações clinicas 429 

surgem logo após infecção, os linfonodos sofrem aumento devido ao processo 430 

inflamatório, que induz a formação de uma camada fibrosa espessa delimitando a 431 

lesão e o tecido adjacente sofre remodelamento em função do crescimento do 432 

abscesso. Quando acomete linfonodos superficiais a pele tende a ser esticada, ao 433 

ponto em que ocorre perda dos pelos e o abscesso apresenta-se com consistência 434 

fluida, como visto na Figura 1 (AMORIM, 2017).  435 

 436 
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Figura 1 - Presença de abscesso superficial submandibular em caprino de três 437 

meses de idade com Linfadenite Caseosa. 438 

 439 
Fonte: Vinicius Pereira Vieira, 2019. 440 

 441 

 Com tais características, as lesões de LC tornam-se fragilizadas e podem 442 

supurar com exposição do conteúdo piogênico de coloração branco amarelado ou 443 

amarelo esverdeado para o ambiente. Já abcessos internos e órgãos viscerais 444 

desenvolvem-se com aspectos semelhante, podendo ainda sofrer calcificação. Dentre 445 

os linfonodos periféricos acometidos estão os parotídeos, submandibulares, 446 

retrofaríngeos, pré-escapulares, inguinais, poplíteos e mamários, (JUNG et al., 2015; 447 

VESCH; RAMOS, ZAFALON, 2015;) embora possam ocorrer em linfonodos internos 448 

como os mesentéricos (SILVA et al., 2018b).  449 

 A infecção em órgãos viscerais pode comprometer a integridade do parênquima 450 

dos órgãos afetando-os de maneira parcial ou total, podendo levar a perda da função 451 

e consequentemente o óbito do animal (GUIMARÃES et al., 2011). Mahmood et al. 452 

(2015b), observaram após infecção experimental por C. pseudotuberculosis em 453 

cabras, alterações patológicas com presença de conteúdo purulento em linfonodos, 454 

coração, pulmão, fígado, baço e rins. 455 

 Santarosa et al. (2014), descreveram um caso de LC com acometimento do 456 

sistema nervoso central de uma cabra (Anglo nubiana) com sinais de tremores, 457 

anorexia, dificuldade de locomoção, decúbito lateral, opistótono, movimentos de 458 

pedalagem e nistagmo bilateral, sendo verificado no exame post-mortem 459 

meningoencefalite supurativa e nódulos no dorso esquerdo e articulações. 460 

 O isolamento de C. pseudotuberculosis também foi possível em amostras de 461 

leite provenientes de cabras leiteiras com mastite supurativa ou abscessos 462 
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encapsulados crônicos no úbere, que apresentavam sinais de diminuição na produção 463 

de leite (NABIH et al., 2018).  464 

 Lesões no sistema reprodutivo de machos e fêmeas também podem ser 465 

encontrados. Em relato de caso, Camargo et al. (2010) detectaram C. 466 

pseudotuberculosis em um carneiro na inserção do escroto, próximo ao plexo 467 

pampiniforme esquerdo, com sinais de rubor, dor à palpação e espessamento do 468 

cordão espermático. 469 

  Já em estudo experimental a fim de avaliar o efeito crônico no sistema 470 

reprodutor de cabras após a infecção Latif et al. (2016), concluíram que o C. 471 

pseudotuberculosis pode ultrapassar a barreira física e causar lesões teciduais a 472 

vagina, colo do útero, útero, cornos uterinos, ovários e linfonodos ilíacos com sinais 473 

de inflamação, demonstrando que lesões após três meses são mais graves, podendo 474 

predispondo à infertilidade e aborto.  475 

 Em avaliação de um caprino reprodutor, Rizzo et al. (2014) verificaram 476 

presença de paralisia de membros pélvicos, causada por abscesso sob vértebras 477 

torácicas (T12 a T13). Outros sinais clínicos podem ser detectados ao exame físico 478 

como hipertermia, diminuição do apetite, perda progressiva de peso, alteração das 479 

frequências respiratória e cardíaca (RADOSTITS et al., 2007). 480 

 481 

3.10 Diagnóstico  482 

 483 

3.10.1 Clínico  484 

 485 

 O diagnóstico clínico para LC apenas é possível quando ocorre o aparecimento 486 

de sinais clínicos como a presença de abscessos superficiais, emagrecimento 487 

progressivo, baixa eficiência reprodutiva, entre outros (RIET-CORREA et al., 2007 488 

ALVES; SANTIAGO; PINHEIRO, 2007). A avalição é iniciada na anamnese, por meio 489 

de informações gerais sobre o paciente, obtidas diretamente com quem maneja os 490 

animais afetados como raça, idade, sexo, local ou região de origem, aspecto geral do 491 

rebanho, sistema de criação, histórico de doenças da propriedade, manejo alimentar, 492 

sanitário e reprodutivo (FEITOSA, 2014). 493 

 Após anamnese, deve ser realizado exames físico geral e específico dos 494 

animais, sendo este último direcionado às áreas afetadas. O exame físico constitui-se 495 

pela inspeção visual do animal, rebanho e ambiente, além de métodos exploratórios 496 
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como palpação, afim de avaliar alterações em órgãos internos e externos, mudança 497 

na textura, sensibilidade e consistência de linfonodos, além da presença de cicatrizes 498 

ou lesões na pele, característico da doença (LUCAS et al., 2009; HASSAN et al., 2011; 499 

FEITOSA, 2014). 500 

 A associação das informações do exame físico e anamnese podem subsidiar o 501 

diagnóstico presuntivo para LC, contudo não é possível confirmar a doença, visto que 502 

os sinais clínicos são inespecíficos, podendo estar presentes em outras enfermidades 503 

(RADOSTITS et al., 2007; CHIKHAOUI; KHOUDJA, 2013). Portanto, faz-se 504 

necessário o auxílio de exames complementares, como os exames microbiológicos, 505 

imunológicos, moleculares, hemograma, bioquímico e hitopatologico para diagnóstico 506 

confirmatório (AL-GAABARY et al., 2009; OREIBY, 2014; SILVA et al., 2018b).  507 

 508 

3.10.2 Microbiológico 509 

 510 

 O crescimento do C. pseudotuberculosis ocorre em condições aeróbicas ou 511 

anaeróbicas em atmosfera com 5% de CO2, contudo são considerados microaerófilos 512 

por alguns autores, crescem em uma ampla variedade de temperatura (14 a 40ºC), 513 

sendo 37ºC considerada ideal. Em relação ao potencial Hidrogeniônico (pH) são 514 

neutrofílicas, ou seja, apresentam ótimas taxas de crescimento entre pH 7,0 a 7,8 515 

(CHIRINO-ZÁRRAGA; SCARAMELLI; REY-VALEIRÓN, 2006; MATTOS et al., 2018). 516 

 A recuperação celular a partir do material purulento in vitro é realizado 517 

primariamente em meios de cultura complexos como o caldo ou ágar Brain Heart 518 

Infusion (BHI), que apresentam nutrientes extraídos de cérebro e coração bovino, 519 

além de peptona e dextrose, podendo ainda adicionar-se ou não 0,1% de Tween 80 520 

(BHI-T80), outros componentes como soro animal, lactoalbumina, extrato de levedura 521 

e peptona de caseína, também podem ser utilizados para enriquecimento do meio de 522 

cultura (BARNABÉ et al., 2019). 523 

 Em meio líquido apresentam crescimento característico com formação de 524 

película na superfície, como observado na Figura 2, que sob agitação se desfaz em 525 

flocos, depositando-se ao fundo do tubo, esse aspecto é conferido pelos ácidos 526 

corinomicólicos presente na parede celular da bactéria (MOURA-COSTA, 2002). 527 

 528 

Figura 2 - Cultivo bacteriológico de Corynebacterium pseudotuberculosis em caldo 529 

Brain Heart Infusion – BHI, proveniente de material caseoso de abscesso caprino.. 530 
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 531 
Fonte: Vinicius Pereira Vieira, 2019. 532 

 533 

 Outro meio utilizado é o ágar sangue acrescido de 5% a 10% de sangue ovino 534 

desfibrinado, em que as colônias são visualizadas entre 24 a 72 horas após incubação 535 

com coloração que varia de branco-acinzentado a amarelo com aspecto opaco, secas 536 

e não aderidas ao meio (DORELLA et al., 2006a; RIBEIRO et al., 2011; OREIBY, 537 

2015; SÁ et al., 2018b). 538 

 Embora seja considerado agentes beta-hemolíticos, a formação da hemólise é 539 

variável, podendo não ser detectada satisfatoriamente no período de 48 à 72h no 540 

angar sangue (DOMENIS et al., 2018). A utilização do Tween 80, estimula a atividade 541 

hemolítica das cepas, bem como a inoculação em paralelo com Rhodococcus equi, o 542 

que estimula a formação de grandes zonas de hemólise (ILHAN, 2013). 543 

 544 

3.10.3 Molecular  545 

 546 

 Diferentes técnicas moleculares são aplicadas para o diagnóstico da LC 547 

(ODHAH et al., 2019; DORNELES et al., 2014) e caracterização genotípica das cepas 548 

de C. pseudotuberculosis (GAO et al., 2018). A PCR convencional, é um método 549 

utilizado no diagnóstico da LC, tem como princípio a detecção do material genético do 550 

C. pseudotuberculosis, entretanto pode apresentar reação cruzada com 551 

Corynebacterium ulcerans, devido à amplificação de apenas um gene por reação 552 

(COSTA et al., 2019).  553 

 Já o mPCR, permite a detecção de vários genes em uma só reação, 554 

minimizando a possibilidade de reação cruzada. Em pesquisa Pacheco et al. (2007), 555 

desenvolveram uma mPCR, utilizando três genes o 16S rRNA (RNA ribosomal), rpoB 556 

e pld para identificar a bactéria C. pseudotuberculosis em material purulento de 557 
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caprinos e ovinos naturalmente infectados, alcançando boa especificidade e 558 

sensibilidade. 559 

 O ensaio de PCR quadruplex, por meio da utilização dos genes 16S, rpoB e pld 560 

e do redutase narG, permite a detecção simultânea e tipagem do biovar de C. 561 

pseudotuberculosis (ALMEIDA et al., 2017b). Outras técnicas como a PCR em tempo 562 

real (RT-qPCR) foi desenvolvida com objetivo de acelerar o tempo de reação e 563 

quantificação do DNA presente na amostra com possibilidade ainda de detectar 564 

fragmentos de menor peso molecular (PFAFFL et al., 2013; CARVALHO et al., 2014). 565 

 566 

3.10.4 Imunológico  567 

 568 

 Os métodos sorológicos são os mais utilizados, juntamente com o isolamento 569 

bacteriológico para o diagnóstico para LC, visto que são capazes de detectar 570 

quantidades de anticorpos e outros constituintes do sistema imunológico em 571 

nanograma a picogramas por mililitros de soro sanguíneo, possibilitando identificar 572 

animais naturalmente expostos ao C. pseudotuberculosis ou que se encontram na 573 

fase subclínica da doença (BERSHTEYN et al., 2012; VASHIST; LUONG, 2018). 574 

Nesse sentido, foram desenvolvidos ensaios de imunoabsorção enzimática (Enzyme-575 

Linked Immunosorbent Assay – ELISA) com diferentes antígenos e formas de captura 576 

de anticorpos (LIU et al., 2016). 577 

 O ELISA tem como princípio a interação entre antígeno e anticorpo, podendo 578 

ser qualitativo ou quantitativo. O teste utiliza marcadores enzimáticos como a 579 

peroxidase e fosfatase alcalina que reagem com substratos cromogênicos gerando 580 

fluorescência (MADRUGA et al., 2001). Tais ensaios, são realizados em suportes 581 

sólidos como microplacas de poliestireno de 96 poços ou membranas de nitrocelulose 582 

que servem de base para ligação de antígenos ou anticorpos (HORNBECK, 2015; 583 

AUAD et al., 2018).  584 

 Os suportes sólidos são inicialmente revestidos com antígenos que no caso da 585 

LC podem ser somáticos, secretados ou recombinante ou anticorpos (mono ou 586 

policlonais) (STING et al., 2012; GUIMARÃES et al., 2011), diluídos em soluções 587 

tampão alcalinas, constituindo a etapa de sensibilização. Em seguida, realiza-se a 588 

fase de bloqueio em que proteínas heterólogas não reativa são utilizadas para 589 

ocuparem espaços onde não houveram ligação dos anticorpos ou antígenos (JUNG 590 

et al., 2015).  591 
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 Após etapa de sensibilização e bloqueio as amostras de soro sanguíneo 592 

(anticorpo primário) ou outros fluidos corporais são submetidas ao contato, afim de 593 

que ocorra reconhecimento dos epítopos e posterior ligação dos marcadores 594 

enzimáticos que são anti-anticorpos (anticorpo secundário) conjugados com enzima 595 

que reagem com substratos cromogênicos em reações enzimáticas produzindo cor 596 

visível que podem ser qualificados em positivo e negativo ou quantificados em títulos 597 

por espectrofotometria (CARMINATI, 2005). 598 

 Dentre os diferentes tipos de ELISA tem-se o direto, indireto, sanduiche e 599 

competitivo como demonstrado na Figura 3. O ELISA direto, detecta o antígeno na 600 

amostra de interesse por meio da adição do anticorpo primário acoplado a enzima 601 

com posterior catalisação enzimática produzida pela ação do substrato cromogênico 602 

(POWERS et al., 2012).  603 

 Já o ELISA indireto, faz o uso de dois anticorpos sendo o primário proveniente 604 

da amostra testes que se liga ao antígeno alvo, adsorvido previamente ao suporte 605 

sólido. A seguir, o anticorpo secundário que está marcado com a enzima liga-se ao 606 

anticorpo primário e a coloração é inversamente proporcional à quantidade de 607 

anticorpo presentes naquela amostra (SOLANET et al., 2011; REBOUÇAS et al., 608 

2013). 609 

 No entanto o ELISA sanduíche, apresenta-se em outro formato de detecção, o 610 

antígeno fica entre dois anticorpos, o anticorpo primário nesse caso chamado de 611 

captura e o secundário denominado de detecção (LV et al., 2019). Nesse ensaio, os1 612 

anticorpos de captura são previamente adsorvidos ao suporte sólido, em seguida é 613 

adicionada a amostra de interesse e caso tenha a presença de antígeno, este liga-se 614 

aos anticorpos de captura (TRIPATHI et al., 2016). Posteriormente, é adicionado 615 

anticorpos primários que se ligam ao antígeno, formando uma espécie de sanduíche. 616 

Seguidamente os anticorpos de detecção associados a enzima, são adicionados e 617 

estes ligam-se ao anticorpo primário. Logo a seguir, realiza-se adição da substância 618 

cromógena ocorrendo a reação enzimática (SHU et al., 2017). 619 

 Contudo no ELISA de competição o antígeno é ligado à enzima ao em vez do 620 

anticorpo, sendo assim o antígeno marcado compete pelos sítios de ligação do 621 

anticorpo primário em associação com o antígeno da amostra (SOGAWA et al., 2019). 622 

                                                           
1 Disponível em: 

<https://www.researchgate.net/post/what_the_differences_between_direct_and_in_direct_ELISA> 
Acesso em: 25 nov. 2019. 
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Quanto mais antígeno na amostra tiver, maior ser o coeficiente de ligação com o 623 

anticorpo e menor ser a intensidade de cor (HUÁNUCO; GUTIÉRREZ; MULLER, 624 

2017; BRENNER et al., 2019). 625 

 626 

Figura 3 - Esquema dos diferentes tipos de ELISA direto, indireto, sanduiche e 627 
competitivo. 628 

 629 

Fonte: Researchgate, 2019¹. 630 

 631 

 Apesar dos diferentes testes ELISA, o mais empregado é o ELISA indireto 632 

usado para o diagnóstico de animais naturalmente ou experimentalmente infectados 633 

e acompanhamento da resposta vacinal, dentre outras finalidades (ALVES et al., 634 

2018; AUAD et al., 2018). Contudo, existem poucos testes ELISA comerciais 635 

disponíveis para o diagnóstico da LC, o kit ELISA indireto (Cusabio®) com antígeno 636 

recombinante da PLD de C. pseudotuberculosis é um dos poucos fabricados (OYHAN 637 

et al., 2014). Para isso são utilizados antígenos que variam quanto a tecnologia de 638 

produção, extração, purificação e capacidade imunorreativa (STING et al., 2014). 639 

 Os antígenos recombinantes são produzidos pela inserção de genes de 640 

interesse em vetores biológicos, assim as proteínas são expressadas, purificadas e 641 

testadas quanto a sua imunoreatividade (VALE et al., 2003). Em estudo Barral et al. 642 

(2019), testaram cinco tipos de proteínas recombinante, dentre estas a PLD, CP40, 643 

PknG, DtxR e Grx, para detecção de anticorpos anti-C. pseudotuberculosis por meio 644 

do ELISA indireto para soro caprino, obtendo excelentes resultados com a PLD e 645 

CP40 com sensibilidade de 96,9% e especificidade de 98,4%. 646 

 Outro ensaio de ELISA indireto com proteínas recombinantes CP0126a, 647 

CP0369 e CP1957, demonstrou capacidade imunorreativa em soro de ovinos 648 

naturalmente infectados com C. pseudotuberculosis, apresentando especificidade de 649 
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77,5%, 92,5% e 92,5% e sensibilidade de 95%, 90% e 85% respectivamente 650 

(REZENDE et al., 2016). 651 

 Apesar dos resultados satisfatórios, demonstrados em pesquisas, o alto valor 652 

empregando na produção de proteínas recombinantes tem sido um dos entraves para 653 

utilização destes antígenos na rotina diagnostica (SILVA et al., 2013). Todavia 654 

Carminati et al. (2003), desenvolveu um ELISA indireto, utilizando como antígeno o 655 

secretado de cultura de C. pseudotuberculosis em caldo BHI com boa capacidade em 656 

discriminar animais positivos e negativos com resultados de sensibilidade de 93,5% e 657 

especificidade de 100%, tendo sido aplicado em diversos outros trabalhos.  658 

 Assim, Ribeiro et al. (2013) utilizando o teste ELISA indireto com antígeno BHI 659 

para o diagnóstico de LC em ovinos assintomáticos, notaram que cerca de 71% dos 660 

animais apresentaram-se positivos no ELISA e que destes 85% foram assintomáticos, 661 

mostrando-se eficiente na detecção destes animais. Já em inquérito 662 

soroepidemiológico para LC com caprinos naturalmente infectados, foi observado 663 

positividade de 78,9% dos animais, seguindo a mesma metodologia citada 664 

(SEYFFERT et al., 2010).  665 

 Seguindo a produção de antígeno a partir do sobrenadante da cultura de C. 666 

pseudotuberculosis em caldo BHI, Paule et al. (2004), aplicaram a técnica 667 

particionamento trifásico – TPP, utilizado sulfato de amônio pH 4,0 a 30% e verificou 668 

excelente resultados de imunoretatividade humoral e celular frente antígeno. Nesse 669 

contexto, Carminati et al. (2005), afim de avaliar a eficiência do antígeno TPP, testou-670 

o dois diferentes ensaios de ELISA, um indireto e outro sanduíche e observou 671 

sensibilidade e especificidade de 100% para o ELISA indireto e sensibilidade de 74% 672 

e especificidade de 72% para o ELISA sanduíche.  673 

 Nesse sentido, Cerqueira et al. (2006) utilizou o antígeno TPP, MQD e BHI, 674 

além de frações Q5 e Q6 extraídos do sobrenadante da C. pseudotuberculosis em 675 

cinco ensaios de ELISA indireto e notou-se que a fração Q5, apresentou sensibilidade 676 

de 97,8% e especificidade de 95,6% e a Q6 sensibilidade de 91,1% e especificidade 677 

de 95,6%. 678 

 Zerbinati et al. (2007), produziu dois antígenos um com massa celular de C. 679 

pseudotuberculosis por processamento de diálise, denominado de Banho-Maria 680 

Dialisado – BMD (antígeno BMD) e outro antígeno BHI com base no protocolo descrito 681 

por Carminati et al. (2003). Ambos foram submetidos a um teste ELISA indireto para 682 

o diagnóstico da LC em soros caprinos naturalmente infectados e não infectados, com 683 
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resultados de sensibilidade de 99,8% e especificidade de 98,0% para o antígeno BMD 684 

e sensibilidade e especificidade de 98,0% utilizando o antígeno BHI.  685 

 686 

3.10.5 Hematológico e bioquímico 687 

 688 

 Em avaliação de caprinos experimentalmente infectados com C. 689 

pseudotuberculosis (1x10⁹ UFC/mL) e inoculação de extrato de ácido micólico por via 690 

intradérmica Odhah et al. (2017), observaram alterações hematológicas com 691 

diminuição dos glóbulos vermelhos, hemoglobina e hematócrito, além de microcítose 692 

(volume corpuscular médio) e hipocrômia (concentração de hemoglobina corpuscular 693 

média). Contudo Bispo, (2018), avaliando caprinos sorologicamente positivos para LC, 694 

não observou alterações significativas para os parâmetros hematimétricos. 695 

 Quanto aos glóbulos brancos, podem ser encontrados leucocitose que cursam 696 

em geral com neutrofilia, monocitose e linfopenia (OSMAN et al., 2012; MAHMOOD 697 

et al., 2015a). No estudo experimental de Othman et al. (2014), por meio da exposição 698 

do C. pseudotuberculosis (10⁷CFU/mL) em três vias de infecção (oral, intranasal e 699 

intradérmico), verificou leucocitose em ambas vias, com leve acréscimo dos 700 

neutrófilos nos grupos intranasal e intradérmico, e pequeno aumento na contagem de 701 

monócitos apenas no grupo intranasal. Entretanto, foi notado redução significativa na 702 

contagem linfocítica para o grupo inoculado intranasalmente.  703 

 Em relação aos parâmetros bioquímicos são observados elevação da uréia e 704 

creatinina, utilizados como marcadores renais, além de aumento nos parâmetros de 705 

avaliação hepática como Aspartato Aminotransferase (AST), Creatinofosfoquinase 706 

(CPK), Gama Glutamil Transferase (GGT) e diminuição dos parâmetros de Alanina 707 

Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA) e Albumina (OTHMAN et al., 2014; 708 

MAHMOOD et al., 2015b). As alterações notadas com maior frequência ocorrem em 709 

função do caráter inflamatório, como a hiperfibrinogenemia, considerada como 710 

marcador de fase aguda, hiperproteinemia pela hiperimunoglobulinemia 711 

principalmente IgG e interferon-gama (BISPO, 2018). 712 

 713 

3.10.6 Histopatológico  714 

 715 

 No exame histopatológico de caprinos e ovinos são observados conteúdo 716 

piogênico necrosante na forma de zonas concêntricas em padrão típico da LC. Estas 717 
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zonas são formadas por camada de parênquima necrosado, linfócitos, macrófagos e 718 

células polimorfonucleares principalmente neutrófilos, conforme Figura 4. Em alguns 719 

casos, são observados calcificação total dos nódulos ou em pontos específicos (AL-720 

GAABARY et al., 2010; KONG et al., 2019). 721 

 722 
Figura 4 - Fotomicrografía de abscesso supurativo causado por Corynebacterium 723 
pseudotuberculosis agente da Linfadenite Caseosa em pequenos ruminantes. 724 

  725 
A. Camadas concêntricas de parênquima e células necrosadas. 726 

B. Área de necrose tecidual (N), cercada de linfócitos, macrófagos e granulócitos 727 
polimorfonucleares (L). Coloração (A e B): Hematoxilina e eosina, 100x. 728 

Fonte: Al-Gaabary et al. 2010. 729 
 730 

 Em Alpine chamois (Rupicapra r. rupicapra) conhecida como cabra-montesa, 731 

considerados como caprinos selvagens, ocorre a presença de abscessos 732 

semelhantes aos encontrados nas espécies de caprinos e ovinos utilizados para 733 

produção, contudo não são observadas camadas de necrose coagulativa 734 

frequentemente visualizadas nas espécies citadas (DOMENIS et al., 2018). Em relato 735 

de caso, Sood et al. (2012) observaram a ocorrência da LC em linfonodos 736 

mesentéricos de um bezerro com conteúdo purulento, calcificação distrófica rodeado 737 

por uma zona inflamatória e encapsulamento por tecido fibroso. 738 

 739 

3.11 Diagnóstico Diferencial  740 

 741 

 Diversas enfermidades cursam com sinais clínicos inespecíficos e semelhantes 742 

aos da LC, logo é importante realizar o diagnóstico diferencial (ALENCAR et al., 2010; 743 

GUEDES et al., 2017; JÚNIOR et al., 2019). Silva et al. (2017), avaliaram por exame 744 

microbiológico abscessos superficiais e internos de pequenos ruminantes abatidos e 745 

observaram a presença de C. pseudotuberculosis e outros micro-organismos como 746 

Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Trueperella pyogenes, 747 

Streptococcus spp. e Staphylococcus aureus.  748 
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 Diversos órgãos são acometidos pela bactéria C. pseudotuberculosis e as 749 

lesões pulmonares são de grande preocupação, pois a formação do abscesso da LC 750 

apresenta estrutura similar ao da tuberculose e paratuberculose, doenças de alto 751 

impacto para saúde pública e animal (GUIMARÃES et al., 2011; SINGH et al., 2018; 752 

INFANTES-LORENZO et al., 2019). Já a ocorrência da LC no sistema nervoso central, 753 

pode apresentar sinais clínicos semelhantes ao da raiva, listeriose, trauma, 754 

polioencefalomalacia, ataxia e meningite (GUEDES et al., 2007, SANTAROSA et al., 755 

2014).  756 

 A mastite em cabras, representa um dos principais impactos econômicos 757 

negativos para produção leiteira, uma vez que apresenta-se sob a forma clínica e 758 

subclínica, com diversos agentes como Staphylococcus aureus, Staphylococcus 759 

intermedius, Trueperella pyogenes Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus spp., 760 

Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Nocardia spp, Pseudomonas aeruginosa, Serratia 761 

spp (JÚNIOR et al., 2019), contudo apesar de pouco frequente, Nabih et al. (2018) 762 

isolaram C. pseudotuberculosis do úbere de cabras com mastite supurativa.  763 

 Quanto as lesões no sistema reprodutivo de machos e fêmeas, pode-se 764 

perceber a disseminação da bactéria pelas estruturas, como Camargo et al. (2010) 765 

que isolaram C. pseudotuberculosis da inserção do escroto de um carneiro que 766 

apresentava sinais clínicos semelhantes ao da Brucelose relatados ´por Bombonato, 767 

2017). Quanto as fêmeas Latif et al. (2016), observaram lesões distribuídas em todos 768 

os tecidos reprodutivos e linfonodos adjacentes, com sinais de inflamação o que 769 

predispõe à infertilidade e aborto, que também pode ser caudado por outros agentes 770 

como Brucella ovis e abortus (GIVENS; MARLEY, 2008), Listeria sp. (FERREIRA 771 

JÚNIOR; NASCIMENTO; MIGUEL, 2015), Leptospira sp. (MARTINS et al., 2012), 772 

Streptococcus spp. e Escherichia coli (PEREIRA et al., 2013).  773 

 774 

3.12 Tratamento 775 

 776 

 Em virtude da LC cursar com abscesso externos e internos, este último é pouco 777 

diagnosticado de forma precoce, sendo notado em geral apenas no abate (SILVA et 778 

al., 2018b). Contudo, as lesões superficiais são tratadas rotineiramente por meio da 779 

extirpação cirúrgica com princípios básicos de assepsia, com posterior drenagem do 780 

conteúdo purulento e aplicação de solução de iodo a 10% para cauterização química 781 

(FARIAS et al., 2018). Além desse método, associa-se também a antibioticoterapia 782 
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sistêmica, contudo, o seu uso indiscriminado tem sido causa do surgimento de 783 

bactérias multirresistentes, o que além de outros fatores, leva ao insucesso do 784 

tratamento (RHODES et al., 2015; DUNO et al., 2016). 785 

 Em paralelo a isso, a dificuldade de contato das drogas com o patógeno, devido 786 

a cápsula fibrosa espessa ao redor das lesões e a natureza intracelular do C. 787 

pseudotuberculosis, dificulta a ação dos antibióticos (BAIRD E FONTAINE, 2007; 788 

SANTIAGO et al., 2013). Frente a essa problemática, estão sendo propostas novas 789 

alternativas como o uso de substâncias fitoterápicas e tecnológicas como a 790 

nanotecnologia, tendo está última resultados promissores em medicina humana e 791 

veterinária (RUDRAMURTHY et al., 2016).  792 

 O uso de substâncias fitoterápicas com funções bactericidas vem sendo 793 

investigada ao logo dos anos. O extrato foliar da Moringa oleífera, testada contra 794 

bactérias piogênicas, incluído o C. pseudotuberculosis, tem apresentado resultados 795 

satisfatórios in vitro, podendo ser um caminho para novas fórmulas terapêuticas 796 

(FOUAD; ELNAGA; KANDIL, 2019).  797 

 Outras possibilidades promissoras são pomadas contendo nanopartículas de 798 

prata biogênicas (AgNP), pois apresentam boa atividade antimicrobiana, sendo seu 799 

mecanismo de ação voltado para os aspectos físicos da membrana, portanto, com 800 

menor probabilidade para induzir resistência. Os animais tratados com AgNP 801 

demonstram cicatrização mais rápida com menor área incisão cirúrgica (NARAGINTI 802 

et al., 2016; EL-BATAL et al., 2016; HALBUS et al., 2017). 803 

 Em estudo, Stanisic et al. (2018) avaliaram o efeito do AgNP in vitro e in vivo 804 

contra C. pseudotuberculosis em caprinos e ovinos e observaram aceleração da 805 

cicatrização de feridas cirúrgicas realizadas para extirpação do conteúdo purulento, 806 

que ocorreram duas a três vezes mais rápido, em comparação com o tratamento com 807 

iodo 10%. O tratamento com pomada à base de AgNP também impediu o 808 

reaparecimento do LC e não causou efeitos colaterais nos animais. 809 

 810 

3.13 Controle e Profilaxia  811 

 812 

 O controle da LC deve ser realizado em associação com diversos fatores que 813 

permeiam desde o manejo nutricional, reprodutivo, sanitário e ambiental até a 814 

utilização de equipamentos e instrumentos comum entre os animais. Além destes 815 

métodos, outros como a vacinação devem ser implementados em paralelo. Assim, 816 
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deve-se compreender que os pontos descritos, não devem ser vistos como fatores 817 

isolados e sim complementares, pois falhas em qualquer um destes podem permitir a 818 

disseminação por todo o rebanho (ALENCAR et al., 2010; GUIMARÃES et al., 2011; 819 

RIBEIRO et al., 2013; MIRA et al., 2014). 820 

 A alimentação fornecida aos animais deve ser segura e de boa qualidade, 821 

cactáceas, palma forrageira e outras plantas que apresentem estruturas agressoras 822 

como espinhos, devem passar por processos de picagem, a fim de evitar agressões 823 

mecânicas a mucosa oral dos animais (CARVALHO et al., 2018). A qualidade da água 824 

é fundamental, pois como observado por Dantas et al. (2015), o agente pode 825 

sobreviver por até quatro dias em água na ausência de luz e dois dias expostos à luz, 826 

por isso é importante manter água fresca, recipientes limpos e livres de sujidade do 827 

ambiente. 828 

 A criação de caprinos consorciada, não é aconselhável, principalmente quando 829 

se trata de animais destinados a reprodução, visto que aumenta o risco de infecção 830 

interespécie (SÁ GUIMARÃES et al., 2011; RIZZO et al., 2014). Os animais destinados 831 

a tal prática devem ser rigorosamente avaliados quanto ao estado de saúde geral, 832 

seguindo os programas vacinais estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuária 833 

e Abastecimento (MAPA), bem como a utilização de testes diagnósticos para detecção 834 

precoce deste e outras enfermidades sob acompanhamento de médico veterinário 835 

(VESCH; RAMOS; ZAFALON, 2015).  836 

 O controle sanitário baseia-se na identificação dos animais doentes para 837 

isolamento e tratamento (DORELLA et al., 2006b). O ideal é que animais positivos 838 

para LC sejam encaminhados ao abate sanitário, entretanto Alves; Santiago, Pinheiro, 839 

(2007), recomendaram retorno destes animais após total cicatrização dos abcessos, 840 

sendo aplicação de testes sorológicos para identificação de animais assintomáticos 841 

de suma importância. 842 

 A drenagem dos abcessos deve ser realizada em ambientes isolados, com 843 

instrumentação asséptica, seguindo orientação médica profissional, o material deve 844 

ser coletado em recipientes, seringas ou embalagens plásticas e seguidamente 845 

incinerado (RIZZO et al., 2017). A desinfecção das feridas cirúrgicas pela extirpação 846 

do abscesso, feridas acidentais e cura do umbigo de animais recém-nascidos, devem 847 

ser realizadas com solução de iodo a 10% (SANTIAGO et al., 2013). 848 

 Contudo, Sá et al. (2013) avaliando a efetividade dos desinfetantes, constatou 849 

maior atividade microbicida para formaldeído e clorexidina e menor efetividade do 850 
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iodo, comparado a amônia quaternária em isolados de C. pseudotuberculosis 851 

formadores de biofilme.  852 

 O cuidado com o ambiente é fundamental para o controle, considerado por 853 

muitos autores como uma das fontes de manutenção e contaminação do C. 854 

pseudotuberculosis (FACCIOLI-MARTINS; ALVES; PINHEIRO, 2014). A desinfecção 855 

das instalações e equipamentos devem ser rigorosamente executados, com produtos 856 

químicos ou vassoura de fogo, pois formação de biofilmes já é demonstrada em 857 

pesquisas, sendo um mecanismo de resistência as condições adversas e a 858 

desinfetantes (VESCH; RAMOS; ZAFALON, 2015).  859 

 Os fômites são importantes veículos de transmissão, logo, todos os materiais 860 

compartilhados devem ser desinfectados, como tatuadores, tosquiadeiras, tesouras e 861 

demais instrumentos, vale ressaltar que a reutilização de agulhas e seringas é proibida 862 

e devem ser descartadas (ANDRADE et al., 2012). 863 

 As vacinas são métodos profiláticos para controle da LC, devendo ser 864 

instituídos sob orientação de um médico veterinário (ROSLINDAWANI et al., 2016). O 865 

Brasil dispõe de três marcas comerciais de vacina para pequenos ruminantes, a 866 

vacina 1002® Viva Atenuada, Glanvac-6® Inativada com outros toxóides e Linfovac® 867 

Viva Atenuada (MAPA, 2019).  868 

 As vacinas podem ser classificadas como de primeira geração, onde utiliza-se 869 

células vivas atenuadas e mortas de C. pseudotuberculosis por elevação de 870 

temperatura, e agentes químicos, segunda geração com toxóides, proteínas e 871 

polissacarídeos purificados e terceira geração, vacinas recombinantes e gênicas 872 

(vacina de DNA – ácido desoxirribonucleico) (SANTOS et al., 2016; SANTANA-873 

JORGE et al., 2016; SILVA et al., 2018a). 874 

  875 
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4. MATERIAL E MÉTODOS  876 

 877 

4.1 Local de realização do estudo 878 

 879 

 O trabalho foi realizado em duas etapas, a primeira constituiu-se da produção 880 

do Antígeno Liofilizado (ATL). E a segunda, realizada para escolher a diluição ideal 881 

para realização posteriormente do ELISA indireto no Laboratório de Doenças 882 

Infecciosas (LDI) do Hospital Universitário de Medicina Veterinária (HUMV) da 883 

Universidade Federal do Recôncavo da Bahia.  884 

 885 

4.2 Produção do antígeno liofilizado  886 

 887 

 Para a produção do ATL, foi utilizado a bactéria C. pseudotuberculosis cepa 888 

1002, cultivada em tubos de ensaio contendo cinco mL de caldo BHI à 37ºC por 48 889 

horas. Posteriormente, as culturas foram inoculadas em Ágar Tryptose® e incubada a 890 

37ºC por 48 horas, ao fim desse período cinco colônias foram transferidas para tubos 891 

de cinco mL de caldo Tryptose® acrescido com tween 80 e incubados em estufa a 892 

37ºC por 48 horas.  893 

 Em seguida, centrifugou-se a 1.000 g por 10 minutos, obtendo-se duas frações 894 

o sobrenadante o qual foi desprezado e a massa bacteriana ao fundo do tubo, que 895 

será utilizada como antígeno. A pureza do antígeno foi atestada pela técnica de 896 

bacterioscopia utilizando o método de Gram e inoculação em ágar sangue de carneiro 897 

a 5%. Para o processo de liofilização foi adicionado 0,1 grama de leite em pó molico® 898 

como estabilizante, para cada um grama de massa bacteriana, após liofilização 899 

obteve-se o antígeno, armazenado 5°C até o momento do uso.  900 

 901 

4.3 Determinação da diluição do ATL para o ELISA indireto 902 

 903 

 A segunda etapa, foi realizada no Laboratório de Doenças Infecciosas (LDI) do 904 

Hospital Universitário de Medicina Veterinária (HUMV), afim de determinar a melhor 905 

diluição do ATL, para o ELISA indireto, um grama do antígeno foi ressuspendido em 906 

um mL de tampão fosfato-salino 0,85% estéril, seguidamente foi agitado por 30 907 

minutos em agitador vortéx (Labnet®) velocidade máxima. Em seguida foi levado a -908 

20°C por ±24 horas, após esse período foi novamente submetido ao agitador vórtex 909 
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(Labnet®) em velocidade máxima por igual período, facilitando assim a dissociação 910 

dos antígenos.  911 

 Em seguida, foram preparadas quatro diluições do ATL 1:400, 1:200, 1:100 e 912 

1:50 utilizando tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. Para realização da etapa de 913 

sensibilização, utilizou-se microplacas de fundo chato de poliestireno de 96 poços 914 

(Costar®), onde adicionou-se 100 µL do ATL diluído, em seguida as microplacas 915 

foram incubadas em câmara úmida na temperatura de 4°C por 18 horas.  916 

 Após esse período, as microplacas foram lavadas duas vezes com tampão 917 

fosfato salino (Phosphate Buffer Solution – PBS,) acrescido com Tween-20 a 0,05% 918 

(PBS-T 0,05%). Em seguida, para realização do bloqueio foi adicionado 200 μL de 919 

solução de PBS-T com leite desnatado (Molico®) a 5% e a microplaca foi incubada a 920 

37°C por duas horas. Após esse período, foi realizado um pool com quatro soros de 921 

caprino positivo e quatro soros de caprino negativos para LC, para isso 25 µL de cada 922 

soro foram alíquotadas para perfazer um volume final de 100 µL de cada pool. Na 923 

sequência, cada pool controle foi homogeneizado e diluído em 1:1000 de solução de 924 

PBS-T com leite desnatado a 1%. 925 

 Após o período de bloqueio, as microplacas foram submetidas a duas lavagens 926 

com PBS-T 0,05% e foram aplicados 50 µL em cada poço da solução de leite 927 

desnatado a 1% (controle branco) e 50 µL de cada pool controle positivo e negativo 928 

em duplicata, sendo novamente incubada por 45 minutos a 37°C. Passado esse 929 

tempo, a microplaca foi lavada cinco vezes com PBS-T 0,05% e foram adicionados 50 930 

μL do conjugado IgG goat (Sigma-Aldrich®) diluídos em PBS-T 0,05% na proporção 931 

de 1:10.000, a microplaca foi incubada mais uma vez por 45 minutos.  932 

 Ao fim desse período, foram realizadas cinco lavagens e seguidamente foi 933 

adicionado 50 μL da solução reveladora, composta por 4 mg de ortophenylene-934 

diamine (OPD), diluído em cinco mL de tampão citrato pH 5,1 e 4 μL de peróxido de 935 

hidrogênio, após adição nos poços, as placas foram mantidas em câmara com 936 

ausência de luz por 15 minutos. Em seguida, a reação foi interrompida, adicionando-937 

se 25 μL de ácido sulfúrico e a microplaca foi encaminhada para o leitor de 938 

microplacas de ELISA (Asys Expert Plus Microplate Reader®) com filtro de 490 nm. 939 

 940 

4.4 Elisa indireto com ATL 941 

 942 
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 A diluição escolhida foi a 1:400, seguindo critério estabelecido por Carminati et 943 

al., (2003). Para o ensaio ELISA indireto para ATL, inicialmente foi realizado a diluição 944 

do ATL em 1:400 em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. Para etapa de 945 

sensibilização, foram utilizadas duas microplacas de ELISA, fundo chato de 946 

poliestireno de 96 poços (Costar®).  Após diluição de antígeno, 100 μL de cada 947 

diluição foi adicionada por poço, as microplacas foram então incubadas em câmara 948 

úmida a 4°C por 18 horas.  949 

 Passado o período de incubação, a etapa de bloqueio foi realizada com 200 μL 950 

da solução de leite desnatado a 5% e a microplaca foi incubada por duas horas a 951 

37°C. Passado esse tempo, foram realizadas duas lavagens com PBST-0,05% e 952 

procedeu-se a etapa do soro. 953 

 Nesse sentido, 45 soros caprino comprovadamente positivo e 45 soros caprino 954 

comprovadamente negativo (considerados soros testes), disponibilizados da soroteca 955 

constituída com soros do projeto aprovado pela CEUA (Comissão de Ética no Uso de 956 

Animais) da UFRB e está registrado sob o número 23007016893/2013-73. Logo, 957 

procedeu-se a diluição dos soros controle positivo e negativo, confeccionado pelo pool 958 

dos soros caprinos, descritos acima e dos soros testes em solução PBS-T com leite 959 

desnatado 1% na proporção de 1:1000.  960 

 Ao final do período de incubação da etapa de bloqueio, as microplacas foram 961 

lavadas duas vezes com PBS-T 0,05%, na sequência foram adicionados 50 μL da 962 

solução de leite (controle branco), e das diluições dos soros controles e testes em 963 

cada poço, seguindo para incubação a 37°C por 45 minutos.  964 

 As etapas seguintes, seguem os passos descritos anteriormente, com exceção 965 

apenas da etapa do soro, em que foram aplicados os soros testes. 966 

 967 

4.5 Análise Estatística 968 

 969 

 O “cut-off” foi calculado por meio da média da densidade óptica dos animais 970 

não reagentes + 3 desvio padrão (FREY et al., 1998). 971 

 A determinação da sensibilidade e especificidade, segueu a fórmula utilizada 972 

foi no estudo de Mathias et al. (1998), conforme representação abaixo: 973 

Sensibilidade = Total de doentes testados/ Doentes detectados pelo teste x 100 974 

Especificidade = Total de sãos testados / Sãos negativos ao teste x 100 975 
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 O coeficiente de concordância de Kappa, foi calculado com base em estudo de 976 

Cohen, (1960). 977 

  978 
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5. RESULTADO E DISCUSSÃO  979 

 980 

 De acordo com os valores obtidos da densidade óptica (DOp) do ELISA indireto 981 

para LC em caprino, utilizando como teste o ATL, pode-se perceber que o antígeno 982 

apresentou capacidade imunorreativa, pois conseguiu discriminar o pool de soros 983 

caprinos controle positivo e negativo, utilizando como Cut-off 0,248 de Carminati et al. 984 

(2003), portanto neste ensaio foi possível detectar para o pool de soro caprino 985 

negativo valor médio de 0,219 e de positivos 0,425. 986 

 Em avaliação da melhor diluição para ser trabalhada no ELISA indireto, 987 

observou-se que a 1:400, apresentou detecção superior de anticorpos anti-C. 988 

pseudotuberculose em relação as outras diluições, conforme Figura 5, corroborando 989 

com a média da DOp dos soros positivos e negativos, utilizados para realização do 990 

pool controle, testado previamente no ELISA indireto com antígeno BHI que foi de 991 

0,698 para o positivo e 0,189 para o negativo. Nesse sentido, foram observadas DOp 992 

semelhante, obtendo-se valores de 0,662 e 0,215 para positivo e negativo, 993 

respectivamente. 994 

 995 

Figura 5 - Avaliação das diluições de antígeno liofilizado de Corynebacterium 996 

pseudotuberculosis para um ELISA indireto. 997 

 998 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.  999 

 1000 

 Após a diluição ser determinada, a técnica do ELISA indireto foi realizada e os 1001 

valores de DOp para os soros positivos podem ser visualizados na Figura 2, pode-se 1002 

observar que a DOp dos 45 soros caprinos comprovadamente positivos para C. 1003 

pseudotuberculosis quatro não reagiram ao teste, sendo considerados falso 1004 

negativos. Já para os soros comprovadamente negativos, sete apresentaram 1005 
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reatividade acima do cut off, sendo considerados falsos positivos, observados na 1006 

Tabela 1.  1007 

Figura 6 - Resultados do ELISA indireto com antígeno liofilizado de 1008 

Corynebacterium pseudotuberculosis com amostras séricas de caprinos 1009 

comprovadamente positivos e negativos. 1010 

 1011 

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.  1012 

 1013 

 A partir dos dados obtidos no ELISA indireto, foram cálculos os parâmetros de 1014 

Cut-off, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, 1015 

Acurácia e o índice Kappa, com base na descrição do estudo estatístico. O Cut off 1016 

obtido nesse ensaio foi de 0,252, isso significa dizer que abaixo desse valor os soros 1017 

testados, são considerados negativos, contudo igual ou superior são considerados 1018 

positivos.  1019 

 Quanto a sensibilidade e especificidade, foram apresentados valores de 91,1 e 1020 

84,4%, respectivamente. A sensibilidade de um teste está ligada a capacidade deste 1021 

em detectar a doença. Já a especificidade, é a probabilidade de um teste dar negativo 1022 

na ausência da doença. Sendo importantes parâmetros para escolha de um teste 1023 

diagnóstico (OLIVEIRA et al., 2010).  1024 

 Nesse contexto, o valor preditivo positivo encontrado nesse teste foi de 98,8% 1025 

e negativo de 92,8%, com acurácia de 87,1%. O índice Kappa, expressar a 1026 

confiabilidade de um teste, sendo encontrado neste estudo valor de 0,898 para este 1027 

teste, quanto mais próximo de 1 melhor.  1028 
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Tabela 1 - Parâmetros de validação para o ELISA indiretos utilizando antígeno de 1029 
Corynebacterium pseudotuberculosis liofilizado para diagnóstico da Linfadenite 1030 

Caseosa em caprinos. 1031 

Parâmetros  Valores 

Controle positivo  45 

Controle negativo  45 

Falsos positivos  7 

Falsos negativos  4 

Cut-off (densidade óptica)  0,252 

Sensibilidade (%)  91,1 

Especificidade (%) 84,4 

Valor preditivo positivo (%) 98,5 

Valor preditivo negativo (%) 92,8 

Acurácia 87,1 

Kappa 0,898 
Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.  1032 

 No estudo de Carminati et al. (2003), foi determinado sensibilidade de 93,5% e 1033 

especificidade de 100% para um ELISA indireto com antígeno secretado de cultura de 1034 

C. pseudotuberculosis em caldo BHI, já nesse trabalho foi encontrado correlação para 1035 

sensibilidade, sendo está de 91,1%, porém a especificidade mostrou-se diferente com 1036 

valor de 84%. Já o valor preditivo deste mesmo trabalho foi de 100% para o positivo 1037 

e 91,1% para o negativo. 1038 

 Os valores preditivos são influenciados em função da prevalência da doença 1039 

na população. Logo, em doenças que apresentem maior prevalência, o valor preditivo 1040 

positivo tenderá a ser maior, ocorrendo o inverso com o valor preditivo negativo. Já 1041 

no trabalho de Paule et al. (2004), utilizando o antígeno TPP em dois diferentes 1042 

ensaios de ELISA, um indireto e outro sanduíche, encontrou sensibilidade e 1043 

especificidade de 100% para o ELISA indireto e sensibilidade de 74% e especificidade 1044 

de 72% para o ELISA sanduíche. Segundo Lopes, 2000, quanto maior a 1045 

especificidade de um teste, maior a capacidade do teste positivo indicar presença da 1046 

doença, diminuindo a probabilidade de falso positivo. 1047 

 Zerbinati et al. (2007), avaliando o desempenho de um antígeno BHI e outro 1048 

com a massa celular de C. pseudotuberculosis (antígeno BMD) em um ELISA indireto 1049 

para o diagnóstico da LC em soros caprinos, obteve resultados de sensibilidade de 1050 

99,8% e especificidade de 98,0% para o antígeno BMD e sensibilidade e 1051 

especificidade de 98,0% utilizando o antígeno BHI. O antígeno BMD produzido com a 1052 

massa bacteriana, assim como este estudo demonstrou a capacidade destes 1053 
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antígenos somáticos apresentarem moléculas antigênicas importantes para o 1054 

diagnóstico sorológico. 1055 

 Ao avaliar a imunoreatividade de cinco tipos de proteínas recombinante (Grx, 1056 

PLD, CP40, PknG, DtxR) Barral et al. (2019), para o diagnóstico da LC por meio do 1057 

ELISA indireto, observou que a CP40 apresentou melhores resultados com 1058 

sensibilidade de 96,9%, diferindo em cerca de 5% do resultado encontrado neste 1059 

trabalho e especificidade de 98,4%, em relação a sensibilidade encontrada neste 1060 

estudo foi de 84%.  1061 

 Contudo, Gonçalves (2017), ao utilizar a proteína recombinante XA1 de C. 1062 

pseudotuberculosis como antígeno para um teste ELISA indireto para LC em ovinos e 1063 

caprinos, obteve valores de sensibilidade de 90,9% e especificidade de 72,2%, apesar 1064 

da sensibilidade apresentar-se similar ao presente estudo. 1065 

 1066 

 1067 

 1068 

 1069 

 1070 

   1071 
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6. CONCLUSÃO 1072 

 1073 

 A partir da cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis foi possível realizar a 1074 

produção do antígeno liofilizado, sendo demonstrado a capacidade antigênica das 1075 

moléculas presentes nesse antígeno, para detectar anticorpos anti-Corynebacterium 1076 

pseudotuberculosis em soro caprino. 1077 

 Foi possível verificar imunoretaividade satisfatória frente aos soros de caprinos 1078 

testados, sendo possível discriminar animais positivos e negativos para Linfadenite 1079 

Caseosa por meio da utilização do antígeno de Corynebacterium pseudotuberculosis 1080 

liofilizado no teste ELISA indireto. 1081 

 O Cut off calculado para este ensaio foi de 0,252, sendo este o valor de 1082 

referência para testes realizado com base nesta metodologia posteriormente.  1083 

 Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados no presente estudo 1084 

permitem inferir que o teste de Elisa indireto com antígeno liofilizado proposto pode 1085 

ser aplicado como diagnóstico de LC, sobretudo em animais assintomáticos. 1086 

 1087 

 1088 

  1089 
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