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RESUMO

A Linfadenite Caseosa é uma doenca infectocontagiosa, de carater cronico
causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis, afeta diversas espécies
de animais domeésticos. Tem potencial zoonético, que causa grandes prejuizos
econdbmicos para caprinocultura, como diminuicdo na producdo de carne, leite e
desvalorizacdo do couro. Objetivou-se avaliar a capacidade imunorreativa do antigeno
liofilizado de Corynebacterium pseudotuberculosis para um teste ELISA indireto para
diagnostico da linfadenite caseosa em caprinos. Nesse sentido, foi produzido o
antigeno 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 diluicdo. Em seguida, determinou-se 1:400 como a diluicéo de escolha,
a posteriori foi realizado o ensaio de ELISA indireto utilizando 45 soros caprino
comprovadamente positivos e 45 negativos para linfadenite caseosa, para realizacéo
do calculo do Cut off (ponto de corte) e parametros como calculos os parametros de
Cut-off, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,
Acuracia e o indice Kappa. Os resultados demonstraram para Cut off (densidade
Optica) valor de 0,252, ja 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%,
acuracia de 87,1% e indice Kappa de 0,898. O antigeno Corynebacterium
pseudotuberculosis  liofilizado apresentou capacidade imunoretaiva, com
reconhecimento de anticorpos anti-Corynebacterium pseudotuberculosis em soro
caprino no teste ELISA indireto, sendo possivel sua aplicacdo como ferramenta
diagnostica para linfadenite caseosa em caprinos.

Palavras-chaves: imunodiagnéstico, padronizacdo, 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. INTRODUCAO

O agronegécio associado a novos investimentos e tecnologias permitiu o
desenvolvimento de diversos setores, diante disso a caprinocultura tem apresentado
ganhos econdmicos satisfatorios para producdo mundial e nacional. Sendo, a regido
nordeste com maior nimero de caprinos do Brasil e a Bahia o estado com o maior
efetivo. Contudo, problemas afetam a produtividade e trazem impacto negativo na
economia, a exemplo das afeccOes de carater infeccioso que cursam com baixa
producao de leite, carne e desvalorizacéo do couro.

Dentre estas destaca-se a Linfadenite Caseosa (LC), doenca cronica,
infectocontagiosa de distribuicdo cosmopolita causada pela bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis) que acomete animais domésticos, como
bovinos, bufalos, camelo, caprinos, equinos, ovinos e suinos, além de silvestres e
recentemente relatado em uma ra (Lepidobatrachus laevis).

A capacidade de adaptar-se a outras espécies esté relacionada com os seus
fatores de viruléncia, sendo a fosfolipase D (PLD) uma das mais importantes,
contribuindo para sua disseminacao pelos sistemas hematico e linfatico, para 6rgaos
do sistema nervoso, respiratério, digestorio, urinario e reprodutivo. O alcance em
diferentes sistemas deve-se também a capacidade de escapar da resposta imune,
resistindo aos processos enzimaticos do fagolisossomo apds fagocitose, podendo
nessa fase intracelular multiplicar-se para posteriormente disseminar-se para outros
locais do organismo.

Os sinais clinicos principais sdo a formacdo de abcesso em linfonodos
superficiais e internos e Orgaos viscerais, levando a cronicidade caracteristica da
doenca com hipertermia, emagrecimento, aborto, infertiidade, entre outros.
Entretanto, os animais podem cursar com a infeccdo de forma assintomatica. A LC
nao apresenta predilecao por idade, porém é visto maior acometimento em fémeas do
gue machos, estando distribuida em praticamente todos os estados brasileiros, com
incidéncia significativa no estado da Bahia.

A transmissdo acontece por contato direto com contetdo purulento ou pela
alimentacdo, agua e fomites contaminados. O diagndstico clinico ndo confirma a

doenca, mas é fundamental que seja realizado em associagcdo com algum tipo de
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exame complementar, dentre esses podem ser realizados o bacteriolégico, molecular,
hematoldgico, bioquimico, histopatologico e soroldgico.

Os testes soroldgicos mais utilizados séo capazes de detectar quantidades em
nanograma a picogramas de anticorpos por mililitros de soro sanguineo, possibilitando
identificar animais naturalmente expostos ao C. pseudotuberculosis ou que se
encontram na fase subclinica da doenca, além de serem usados em avaliacdo de
resposta vacinal em pesquisa.

Contudo, os antigenos sao fundamentais, nesse sentido tecnologias como as
proteinas recombinantes foram desenvolvidas, apresentando resultados satisfatorios.
Porém o alto investimento dessa tecnologia, aumenta o custo do exame final para o
produtor, sendo assim € importante a realizacdo de pesquisas para identificar

antigenos com potencial antigénico e com baixo custo de producéo.
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2. OBJETIVO

2.1 Geral

Avaliar imunoreatividade do antigeno liofilizado de Corynebacterium
pseudotuberculosis em um teste ELISA indireto para diagnostico da Linfadenite

Caseosa em caprinos.

2.2 Especifico

Produzir um antigeno liofilizado de Corynebacterium pseudotuberculosis para
um teste ELISA indireto.

Avaliar a capacidade imunoretaiva de um antigeno de Corynebacterium
pseudotuberculosis liofilizado em um teste ELISA indireto.

Determinar o Cut off para o ELISA indireto com antigeno Corynebacterium
pseudotuberculosis liofilizado.

Estudar o desempenho dos testes quanto a sensibilidade e especificidade.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Caprinocultura

O agronegécio tem ganhado destaque mundialmente, consolidando praticas ja
adotadas e alcancando novas fronteiras com o auxilio das tecnologias e investimentos
aplicados a cadeia produtiva dos diversos setores agropecuarios, tornando-se
competitivos para o mercado interno e externo dos seus respectivos paises (CHEGE;
WANG, 2019; GAFFNEY et al., 2019; ROCHE, 2019; SIMOES et al., 2019).

Nesse sentido, a inser¢cdo da caprinocultura no setor pecuario tem crescido
anualmente. No Brasil, foi alcangcado aumento de 16,1% entre 2006 e 2017, segundo
os dados do censo agropecudrio realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), pode-se observar que o efetivo de cabecas de caprinos (bodes,
cabras e cabritos) criados no Brasil foi de 9.592.079, em 2017 com destaque para
regido Nordeste que se apresenta em primeiro lugar no ranking nacional com 93,24%,
ou seja, cerca de 8.944.461 milhdes de cabecas, seguido da regido Sul com 230.932,
Norte 164.597, Sudeste 161.412 e Centro-oeste 90.677 (IBGE, 2018).

Assim, a Bahia segue expandindo a produtividade, consolidando-se com
indices crescentes em 2017 com relacdo aos estados brasileiros, concentrando
2.960.443 milhGes de cabecas de caprino, ficando a frente de Pernambuco
(2.157.149) e Piaui (1.227.508), o municipio baiano que se destaca é Casa Nova com
468.258 caprinos, representado cerca de 4,8% do total nacional (IBGE, 2018).

A caprinocultura no territério nacional esta inserida em diversas regides, as
quais variam em clima, solo, vegetacao e tecnologias de producéo, o que influencia
nos diferentes sistemas de criacdo e manejos adotados em cada regido (RIBEIRO;
ALENCAR, 2019). A variabilidade genética das ragas caprinas permitiu ao homem
explorar as suas multiplas aptidées com ferramentas de melhoramento genético e
estudos em manejo nutricional, sanitario, ambiental e reprodutivo (RIBEIRO et al.,
2016).

As racas ao longo dos anos foram inseridas em categorias de producéo para
carne ou leite, e quando atuam tanto para leite quanto para carne, sdo considerados
animais de dupla aptiddao (CRUZ et al., 2019a). Para isso, ragas importadas, puras e
nativas ganharam espago em diferentes locais do Brasil, conforme disponibilidade dos
recursos naturais (CAMARA et al., 2019). O Nordeste, por exemplo, apresenta-se com
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areas de clima tropical, semiérido e equatorial imido, onde ha locais com grandes
periodos de seca, como é o caso dos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Minas
Gerais, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (IBGE, 2019).

Nestes estados ocorre maior adocdo de racas nativas, ou seja, que exercem
dupla aptiddo (ARAUJO et al., 2015). Entre 2006 e 2017, o numero de animais
comercializados no Brasil aumentou de 1,15 milhdes para 1,90 milhdes de cabecas,
representando crescimento de 65% (EMBRAPA, 2018). Apesar da caprinocultura
estar se desenvolvendo e ser fonte de renda para alguns produtores, para outros esta
ainda é considerada atividade de subsisténcia, realidade de muitos criadores do
semiarido nordestino (CRUZ et al., 2019b).

A expansao da cadeia produtiva poderia ser ainda mais representativa, se nao
houvessem prejuizos econdmicos ligados a manejos, ambientes e instalacbes
inadequadas, falta de conhecimento técnico do produtor, além de enfermidades
parasitarias e infecciosas, que encontram-se disseminadas por boa parte dos
rebanhos brasileiros (NETO; OLIVEIRA; SILVEIRA, 2019). Com isso, afec¢cdes como
a LC causam grandes impactos econémicos na producdo com uso de medicamentos
terapéuticos, assisténcia médica veterinaria, condenacgdo de carcaca e descarte dos
animais (BARNABE et al., 2019).

3.2 Agente etioldgico

C. pseudotuberculosis sao micro-organismo iméveis, nao esporulados com
dimensdes entre 0,5-0,6 ym por 1-3 ym, apresentam-se normalmente como bacilos
curtos, contudo assumem forma pleomoérfica, ou seja, variam quanto a morfologia em
funcdo das condi¢bes em que sdo submetidos in vivo ou in vitro, logo, essas bactérias
podem ser encontradas em formato de bacilos ou cocobacilos, isolados, aos pares ou
formando grupamentos irregulares, ficando dispostas em paralelos ou em diferentes
angulos, similar ao alfabeto chinés em esfregacos confeccionados em laboratérios ou
em exame a fresco (BURKOVSKI, 2013).

Por se tratarem de micro-organismos Gram-positivos, podem ser visualizados
pelo método de Gram, o qual usa-se cristal violeta como base a sua coloracao
conferido cor violeta a estrutura celular (WINN et al., 2008). Outras técnicas como as
histolégicas ou hematoldgicas utilizam corantes como eosina (acidofilico) e
hematoxilina (basofilico) para identificacdo da célula por meio da coloragéo basofilica
(SOOD et al., 2012).
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A parede celular das corinebactérias possui uma matriz complexa de proteina-
carboidrato composta por peptideoglicano formado pelo acido meso-diaminopimélico,
N-acetiimuramico e  N-acetilglucosamina ligados covalentemente  com
arabinogalactano, conferindo a primeira barreira externa da bactéria (DORELLA et al.,
2006a; BURKOVSKI, 2013). Zuber et al. (2008) demonstraram por microscopia
crioeletronica de sec¢bes vitreas a formacao de membrana externa composta de acido
micolico formado por cadeias curtas de beta-hidroxi e cadeia lateral de alfa-alqui longa
e a visualizacdo de uma camada granular com zona de baixa densidade.

Quanto aos aspectos bioguimicos, realizam processos fermentativos de
carboidratos como glicose, ribose, trealose, porém sem producdo de gas, sendo
variaveis quanto a fermentacdo da maltose e lactose. S&o0 micro-organismos
produtores da enzima catalase e urease, contudo ndo hidrolisam gelatina, caseina e
esculina, ndo produzem a enzima citocromo-c oxidase, logo sao considerados oxidase
negativa (WINN et al., 2008). A presengca da enzima nitrato redutases permite
classificar o C. pseudotuberculosis em dois biovares, no biovar equi ocorre converséo
do nitrato para nitrito, enquanto que no biovar ovis ndo reduz este substrato (ALMEIDA
et al., 2017a).

Devido a presenca de nitrato redutase, o biovar equi pode sobreviver na
auséncia de oxigénio, em contrapartida, o biovar ovis ndo possui nitrato redutase,
utilizando diferentes fontes de carbono para seu metabolismo basal (ALMEIDA et al.,
2017a). As estruturas dos pilus encontradas no biovar ovis podem ser responsaveis
pela capacidade dessas cepas de se espalharem pelos 6rgdos do hospedeiro para
viver de forma intracelular, em contraste com o biovar equi, que raramente ataca 0s
tecidos viscerais (SOARES et al., 2013).

3.3 Taxonomia

C. pseudotuberculosis pertence ao filo e classe Actinobacteria, estdo em uma
diversidade de micro-organismos, distribuidos amplamente nos ecossistemas
terrestres e aquaticos. Presentes na ordem Actinomycetales, compartilham genotipos
com a subordem Corynebacterium e familia Corynebacteriaceae (GROSSART et al.,
2004; OSKAY; USAME; CEM, 2005).

O género Corynebacterium em associagdo com Mycobacterium spp., Nocardia

spp. e Rhodococcus spp. sdo denominados de CMNR, que significa um complexo de
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bactérias da mesma familia, compartilhando particularidades morfolégicas e
bioguimicas, além de apresentar na parede celular polimérico de peptideoglicano,
arabinogalactano e acido micélico e alta quantidade de guanina e citosina no seu
genoma (DORELLA et al., 2006a).

Em virtude das inUmeras espécies do género descobertas ao logo dos anos, 0s
desafios para distinguir novas estirpes surgiram, ferramentas como a biologia
molecular com uso do sequenciamento génico 16S rRNA rpoB, estdo sendo usados
rotineiramente como adjuvante a caracterizacdo (KHAMIS et al., 2005).

A espécie mais conhecida do Corynebacterium spp é o patdogeno
Corynebacterium diphtheriae, agente etiolégico da difteria humana, doenca toxémica
de evolucdo aguda. Esse micro-organismo vem sendo isolado de infec¢des invasivas,

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

3.4 Fatores de viruléncia

O envoltério celular da bactéria C. pseudotuberculosis apresenta-se com alto
teor de lipideos, o qual destaca-se os acidos micolicos presentes na camada externa
(DROPPA-ALMEIDA et al., 2016). Diversos fatores enddgenos ligados a viruléncia
foram descritos, tais como resisténcia frente as enzimas lipoliticas presentes no
fagolisossomo, desidratacdo em ambientes hostis, capacidade de formar biofilmes e
inibicdo a agentes antimicrobianos fisicos e quimicos, além de induzir a formacgéo do
abcesso pela quimiotaxia por componentes inflamatorios e a¢do necrosante (ZUBER
et al., 2008; BASTOS et al., 2012; MORAES et al., 2014).

Outro constituinte importante é o glicolipideo fosfatifilmioinositol ancorados a
manose, lipomanano e lipoarabinomanano, que apresenta acao semelhante ao acido
micdlico (MISHRA et al., 2008). Uma analise da rede de interacdo de proteinas
associadas a membrana demonstrou que 22 destas sdo potencialmente patogénicas
e quatro (ciuA, fagA, OppA4 e OppCD) estéo interligadas aos transportadores ABC
(ABC Transporters). Tais mecanismos tem a finalidade de transportar e absorver
lipideos, peptideos e sacarideos do meio externos, sendo fundamental para fase
intracelular (RAYNAL et al., 2018).

Demais fatores foram detectados com a mesma finalidade por Moraes et al.
(2014), que evidenciaram a acdo dos transportadores de peptideos na captura de

peptideos extracelulares em C. pseudotuberculosis. Além dos fatores de viruléncia
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enddgenos mencionados, had também os exdgenos, a exemplo da PLD que
desempenha atividade crucial na viruléncia da espécie, sendo uma das exotoxinas
mais estudadas (SOARES et al., 2013).

A PLD apresenta capacidade de hidrolisar a esfingomielina que esta presente
nas membranas celulares enfraquecendo-as, e favorecendo a infec¢ao. Diversos
danos na patogénese da LC estédo relacionados com a PLD como a inducdo da
permeabilidade vascular com alteracfes no eritrograma, leucograma e bioquimica do
sangue MAHMOOD et al. (2015a), acdo dermonecraética, reducédo da viabilidade de
macrofagos apds infeccdo (MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2005)

Sa et al. (2013a), detectaram através da Reacdo em Cadeia da Polimerase —
PCR outros genes de viruléncia como fagA, B, C e D isolados de cepas de C.
pseudotuberculosis, provenientes de abcessos de caprino e ovinos, 0s quais estao
envolvidos na absorgéo de ferro. Além destes, outros foram identificados por analise
cromossomal como Corynebacterium pseudotuberculosis 40 (cpp), neuraminidase H
(nanH), proteina SpaC (spaC), o6xido nitrico redutase (nem), superéxido dismutase
(SodC) sendo importantes para 0 mecanismo de invasao, adesao e manutencao
intracelular (TROST et al., 2010; CASSAT; SKAAR, 2013; CORREA et al., 2018).

3.5 Patogenia

A patogénese da LC ocorre apos invasdao do C. pseudotuberculosis no
hospedeiro pelas vias de entrada, que podem ser lesbes cutaneas, mucosa oral,
ocular, nasal, alveolar, vaginal integras ou lesionadas, com periodo de incubacao que
varia entre trés e 20 semanas Odhah et al. (2017), contudo, duas semanas pos
infeccdo experimental ja foi evidenciado sinais clinicos (MAHMOOD et al., 2015a).

A partir do local de entrada, os micro-organismos podem ser fagocitados por
neutrofilos, macréfagos e ou sofrer acdo de outros componentes do sistema imune,
seguindo dois caminhos: o primeiro ser eliminado e o segundo desenvolver
mecanismos de resisténcia intracelular, mais especificamente nos macréfagos (SA et
al., 2018a).

Essa habilidade permite classifica-los como micro-organismos intracelulares
facultativos, de modo que apés a fagocitose, o fagossomo funde-se ao lisossomo
formando o fagolisossomo, entretanto os mecanismos de viruléncia impedem a acéo

das enzimas lisossomais. A sobrevivéncia continuada no interior dos lisossomos,
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garante protecao e tempo para multiplicacdo de novas células, ao estarem no interior
destas células disseminam-se pelo sistema hematdégeno, e consequentemente
linfatico para linfonodos e outros 6rgaos (MOTTA, CREMASCO, RIBEIRO et al.,
2011).

Pesquisa com células derivada de linhagem renais embrionarias de ovino, ja
demonstra a sobrevivéncia do C. pseudotuberculosis no interior destas, portanto as
células nao fagociticas podem desempenhar papel de manutencdo desses micro-
organismos. Isso levanta a hipétese de que outras células realizem funcédo semelhante
(VALDIVIA et al., 2012).

Para que tais processos de adaptacdo e manutencéo celular sejam efetivos,
mecanismos de viruléncia sdo determinantes nos estagios iniciais da infec¢cdo. Em
investigacdes relacionadas a inativacdo de macrofagos, podem ser vistas interacdes
da PLD com células endoteliais, induzindo a vasodilatacdo e aumentando a
permeabilidade capilar, facilitando a disseminacdo do agente para diversos 6rgao
(MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2005).

O hospedeiro na tentativa de conter o avanc¢o da infeccdo induz a formacéao dos
abcessos por meio de componentes inflamatérios como células epitelidides, que se
fusionam para dar origem as células gigantes multinucleadas, além de células
polimorfonucleares como os neutréfilos e macrofagos que distribuem-se em torno de
um centro laminar necrético com aspecto de cebola, envolto por capsula fibrosa de
tecido conjuntivo (FONTAINE; BAIRD, 2008).

Outros componentes envolvidos no processo de formacao dos abscessos sao
as citocinas, a exemplos dos interferons, interleucinas e fator de necrose tumoral
mediadores da resposta inflamatéria. Nesse sentido, ocorre propagacdo devido a
producado da exotoxina PLD, responsavel pela formacao do abscesso em figado, rins,
coracao, medula espinhal, testiculos, glandulas mamarias e via respiratéria, além dos
linfonodos superficiais e internos (MCKEAN; DAVIES; MOORE, 2007; FONTAINE;
BAIRD, 2008; AL-GAABARY et al., 2009).

3.6 Resposta imunoldgica

3.6.1 Respostaimune inata
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A primeira resposta frente a infeccado primaria por C. pseudotuberculosis, €
mediada por componentes do sistema imune inato, sendo considerada uma agao
inespecifica pelo sistema imunolégico. Portanto logo apdés a infecdo, células
fagociticas como neutrofilos, macréfagos e moléculas sollveis do sistema
complemento, proteinas de fase aguda, citocinas e quimiocinas sao recrutadas para
o sitio de infeccdo (DORELLA et al.,, 2006b; FALISSE-POIRRIER et al., 2006;
BASTOS et al., 2012). Os neutrofilos por estarem presentes no endotélio vascular,
atuam na producao de quimiotaticos que sao liberadas afim de atrair mondcitos que
por sua vez liberam moléculas pro-inflamatorias IL-1a, IL-6, INF-y e TNF-a (PAULE et
al., 2004).

Os mondcitos recrutados, sdo ativados para desempenharem funcao
fagocitica, passando a serem considerados como macréfagos, estes por sua vez
liberam 6xido nitrico (NO), conhecido como monéxido de nitrogénio, produzido pela
enzima oOxido nitrico sintetase (NOS) que tem acdo sob lipidios membrana, com
atividade citostatica e citotoxica, eliminando os patdégenos por meio da ligacdo direta
de cofatores enziméticos como o ferro (STEFANSKA et al., 2010). A bactéria C.
pseudotuberculosis, consegue interferir na producdo do NO nos macrofagos, isso
garante em associacdo com outros mecanismos a sua resisténcia no interior destas
células explicando o desenvolvimento da forma crénica da doenca (MARINO et al.,
2015).

Entretanto, apesar desta poderosa ferramenta, ocorre dificuldade pelos
macrofagos em produzir e eliminar o NO, supfem-se que isso ocorra devido a
estimulacdo das fracdes de antigenos destes micro-organismos. Esta baixa producéo
de NO apés estimulacdo com componentes desta bactéria, pode ser um fator capaz
de explicar o desenvolvimento de infec¢cbes cronicas em pequenos ruminantes
(MACHADO, 2004).

3.6.2 Respostaimune adaptativa

A resposta imune humoral mediada por imunoglobulinas é fundamental para
impedir a disseminacao de C. pseudotuberculosis para outros locais do organismo
(SOUZA et al.,, 2011). Apos infeccdo, pode ocorrer o mecanismo de resisténcia
intracelular ou eliminagdo do micro-organismo, para isso, as células apresentadoras
de antigenos através do complexo principal de histocompatibilidade tipo 1l (MHC II)

desempenham funcao de processar e apresentar fragmentos antigénicos do patégeno
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aos linfocitos T auxiliares (T CD4+) e T citotdxicos (T CD8+) (MEYER et al., 2002;
ALVES; SANTIAGO; PINHEIRO, 2007).

Os linfocitos T CD4+ se subdividem em T auxiliares tipo 1 (Thl) e T auxiliares
do tipo 2 (Th2), os quais sado fundamentais para resposta imunolégica contra o C.
pseudotuberculosis, pois estimulam a producdo de anticorpos pelas células B e
atraem linfécitos T CD8, para o local de infec¢do (JENKINS et al., 2011; ZHU et al.,
2010; SILVA et al., 2014).

As células Thl, liberam citocinas pré-inflamatérias IFN-y e IL-2 que agem por
quimiotdxia com T CD8+ e macréfagos, além de estimular reacdo de
hipersensibilidade tardia IV e producéo de anticorpos 1gG2, que tem por finalidade
destruicdo do agente patogénico (TODA; YOSHINO, 2016). Contudo, as células Th2
tem funcéo de estimular os linfécitos B, que consequentemente produziram anticorpos
lgG1, por agdo das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Salienta-se que as células Th1l podem
inibir ou aumentar a expresséo da resposta Th2 e vice-versa (JUNIOR et al., 2010).

A producéao IFN-y pelas células Th1, mostrou-se capaz de reduzir a formacéo
dos abcessos quando encontrado em altas concentracfes, sendo considerado uma
molécula de atividade antifibrotico (WYNN, 2004).

3.7 Epidemiologia

A LC apresenta-se com distribuicdo mundial, sendo relatada em alguns paises
nas Américas do Sul (FARIAS et al., 2019) e do Norte (GUERRERO et al., 2018),
Europa (COSTA et al., 2019), Africa (NABIH et al., 2018), Asia (KONG et al., 2019), e
Oceania (POINTON; HAMILTON; KIERMEIER, 2019). Com ocorréncia em animais
domeésticos como bovinos (SOARES et al., 2017), bufalos (VIANA et al., 2017), camelo
(ABDEL-RAHMAN et al., 2018), caprinos (ALVES et al., 2018), equinos (LOACHE et
al., 2016), ovinos (SILVA et al., 2019) e suinos (OLIVEIRA et al., 2014), além de
silvestres (MORALES et al., 2017) e recentemente foi relatado em uma ra
(Lepidobatrachus laevis) (DIREN SIGIRCI et al., 2019).
No Brasil, a ocorréncia da LC estende-se por praticamente todos os estados, contudo
a regido nordeste apresenta maior prevaléncia, isso pode ser explicado pela regiao
apresentar cerca de 93,24%, ou seja, 8.944.461 milhdes de cabecas de caprinos em
todo territério nacional (ANDRADE et al., 2012; IBGE, 2018).
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Nesse sentido, foi observado ocorréncia da LC ao longo dos anos em todos os
estados do nordeste brasileiro. Barnabé et al. (2019), utilizando exame bacterioldgico
confirmou presenca do agente C. pseudotuberculosis em 21,38% dos animais em
patos na paraiba, ja Farias et al. (2019) em avaliacdes sorologicas detectaram
prevaléncias de 30,3% nos animais avaliados nos estados do Ceara, Piaui, Rio
Grande do Norte, Paraiba e Sergipe.

Santos et al. (2018) em aplicacdo de questionario, registraram que em 92,3%
das fazendas avaliadas em Pernambuco, os produtores afirmaram ter observado
alguma vez presenca do abscesso caracteristico da LC, dentro dos seus respectivos
rebanhos. No estado da Bahia, Meyer (2003), detectou por meio de avaliagao
sorologica prevaléncia de 46,6% para LC em caprinos.

Em avaliagdo de caprinos em cinco municipios do semiarido baiano foi
observado a presenca de abscesso superficiais em 3,6% (59/1.639) dos animais,
destes sendo 71,4% (40/59) e 73,2% (41/59) foram confirmados para C.
pseudotuberculosis pelo exame bacteriologico e PCR multiplex (mPCR),
respectivamente, corroborando com a sorologia que identificou 71,2% dos 59 caprinos
como abscessos superficiais (FEHLBERG, 2010).

Ja na regido do recéncavo da Bahia, municipio de Cruz das Almas, Amorim
(2017) detectou anticorpos anti-C. pseudotuberculosis em 46,7% de 55 caprinos
avaliados, por meio do ELISA indireto. A situacdo da LC é preocupante, visto que
apresentam impactos econémicos negativo, que envolve desde assisténcia médico
veterinaria, até custo de tratamento e descarte dos animais (FACCIOLI-MARTINS et
al., 2014). Segundo Andrade et al. (2012) e Ribeiro et al. (2013), a LC pode acometer
individuos de qualquer idade, no entanto, apresenta-se mais frequente em animais
com idades entre um a dois anos.

Em relagdo a ocorréncia entre machos e fémeas de caprinos mais afetados
para LC, Al-Gaabary et al. (2009) observam que fémeas sdo mais afetadas, segundo
o autor, as fémeas permanecerem no rebanho por maior periodo do que os machos
gue sao abatidos mais cedo, justificando a incidéncia.

Quanto ao sistema de criacéo, foi verificado que para pequenos ruminantes no
estado do Distrito Federal, o tipo extensivo foi o0 mais adotado, representando cerca
de 48,4% das propriedades analisadas (CARMO et al., 2012). Contudo, Teixeira et al.

(2015) avaliando o manejo zoosanitario nas mesorregides Centro, Leste e Norte do



369
370
371

372
373
374

375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402

24

Estado do Maranhao, observaram predominio do tipo semi-extensivo para caprinos e

ovinos.

3.8 Transmissao

A veiculagdo da bactéria C. pseudotuberculosis em caprinos é um tanto
complexa, a doenca apresenta-se de forma sintomatica ou assintomatica em carater
cronico, estando associada a diferentes fatores que podem ser sinérgicos
potencializando a transmissibilidade nos sistemas de criagdo e nos variaveis tipos de
manejo ambiental, alimentar, sanitario e reprodutivo (RODRIGUES et al., 2016;
BARROS et al., 2018).

Dentre os principais sistemas de criagcdo adotados no Brasil estdo o extensivo,
semi-extensivo e intensivo, havendo predominio dos dois primeiros, que podem variar
guanto a espécie trabalhada, tendo criacdo apenas de caprinos ou consorciada com
outras espécies como ovino, bovino, equino, possibilitando disseminacao interespécie
da bactéria C. pseudotuberculosise e dos seus diferentes biovares. Estirpes presentes
em outras espécies podem carrear no genoma novos fatores de viruléncia e genes de
resisténcia, sendo um fator de risco (BARBOSA et al., 2018; MAIA et al., 2019).

A forma extensiva e semi-extensiva € adotada na maior parte do territério
nacional, principalmente na regido semiarida do nordeste, norte do Espirito Santo e
Minas Gerais, onde o bioma da caatinga estd presente com temperaturas altas,
umidade do ar baixa e vegetacdo com espécies de cactaceas, arbustivas e espinhosa
(KAVAMURA et al., 2013). Segundo Gomide et al. (2018), ha cerca de 258 genes que
possivelmente codificam proteinas que garantem a sobrevivéncia da bactéria em
condicdo de estresse térmico, 0 que contribui para manutencdo do C.
pseudotuberculosis nesse bioma.

Os animais que apresentem o abscesso externo ficam propensos a laceracao
por acdo mecanica de plantas espinhosas, arbustos, dentre outros materiais da
natureza que sejam capazes de perfurar o tecido ou por supuracdo natural em
decorréncia da fragilidade do tecido cutaneo (DUNO et al., 2016; AMORIM, 2017).
Esse contetdo ao ser exteriorizado contamina a vegetagao, que acaba sendo utilizada
como alimentacdo para outros animais, além de bebedouros, solo, instalagdes,
equipamentos e objetos, ou seja, tudo que entra em contato com o material purulento

torna-se uma fonte de infeccéo (SA et al., 2013b).
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Os abscessos podem ser incisionados com instrumentos perfuro-cortantes dos
tratadores, que utilizam destes para outras finalidades pessoais, configurando um
risco a sua saude (ALI et al., 2013). O descarte incorreto do material purulento é
determinante para manutencdo do agente etiologico, visto que podem permanecer por
semanas a meses no ambiente (SPIER et al., 2014). Com isso 0 manejo alimentar
realizado com pastos ou forragens contaminadas de aspecto grosseiro podem
contribuir para o surgimento da infeccao (CETINKAYA et al., 2002; CARVALHO et al.,
2018).

Outros fatores predisponentes, sdo ferimentos gerados por procedimentos de
castracdo, tosquia, brincagem e falta ou inadequacdo do tratamento do cordéo
umbilical (WINDSOR, 2011). Ja a inalacdo de secrecao purulenta, proveniente de
abscessos, levam a ocorréncia de abscessos pulmonares e linfonodos adjacentes
(SINGH et al., 2018). Nesse sentido, tonsilas e linfonodos retrofaringeos quando
acometidos, podem ser responsaveis pela infec¢cdo aerégena de outros animais que
estdo em contato (OREIBY, 2015).

A aquisicdo de novos animais sem o periodo de quarentena e auséncia de
exames diagndsticos, representa um risco para o rebanho que ndo apresenta
casuistica de LC. A presenca de animais em feiras agropecuarias também se
apresenta como espaco de risco pelo contato proximo entre os animais (ALVES et al.,
2018).

3.9 Sinais Clinicos

A infeccdo por C. pseudotuberculosis cursa em geral de forma crbnica com
apresentacao de sinais clinicos ou sem presenca evidente destes. A forma classica
da LC, ocorre pela formacédo de abscesso em linfonodos superficiais e internos, além
de érgaos viscerais (SOOD et al., 2012; JUNG et al., 2015). As manifestacdes clinicas
surgem logo apos infeccdo, os linfonodos sofrem aumento devido ao processo
inflamatorio, que induz a formacdo de uma camada fibrosa espessa delimitando a
lesdo e o tecido adjacente sofre remodelamento em fungdo do crescimento do
abscesso. Quando acomete linfonodos superficiais a pele tende a ser esticada, ao
ponto em que ocorre perda dos pelos e 0 abscesso apresenta-se com consisténcia
fluida, como visto na Figura 1 (AMORIM, 2017).
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Figura 1 - Presenca de abscesso superficial submandibular em caprino de trés

meses de idade com Linfadenite aseoa.
a:‘ l - ,.‘ Ulond ’ ..,‘ ‘.’,~ . A'O.

2019.

Com tais caracteristicas, as lesfes de LC tornam-se fragilizadas e podem
supurar com exposi¢cado do contetdo piogénico de coloracdo branco amarelado ou
amarelo esverdeado para o ambiente. JA abcessos internos e Orgaos viscerais
desenvolvem-se com aspectos semelhante, podendo ainda sofrer calcificacdo. Dentre
os linfonodos periféricos acometidos estdo os parotideos, submandibulares,
retrofaringeos, pré-escapulares, inguinais, popliteos e mamarios, (JUNG et al., 2015;
VESCH; RAMOS, ZAFALON, 2015;) embora possam ocorrer em linfonodos internos
como os mesentéricos (SILVA et al., 2018b).

A infeccao em 6rgéaos viscerais pode comprometer a integridade do parénquima
dos 6rgdos afetando-os de maneira parcial ou total, podendo levar a perda da funcao
e consequentemente o 6bito do animal (GUIMARAES et al., 2011). Mahmood et al.
(2015b), observaram apds infeccdo experimental por C. pseudotuberculosis em
cabras, alteracdes patolégicas com presenca de contetdo purulento em linfonodos,
coracao, pulméao, figado, baco e rins.

Santarosa et al. (2014), descreveram um caso de LC com acometimento do
sistema nervoso central de uma cabra (Anglo nubiana) com sinais de tremores,
anorexia, dificuldade de locomocao, decubito lateral, opistétono, movimentos de
pedalagem e nistagmo bilateral, sendo verificado no exame post-mortem
meningoencefalite supurativa e nédulos no dorso esquerdo e articulagdes.

O isolamento de C. pseudotuberculosis também foi possivel em amostras de

leite provenientes de cabras leiteiras com mastite supurativa ou abscessos
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encapsulados crénicos no Ubere, que apresentavam sinais de diminui¢cdo na producéo
de leite (NABIH et al., 2018).

Lesbes no sistema reprodutivo de machos e fémeas também podem ser
encontrados. Em relato de caso, Camargo et al. (2010) detectaram C.
pseudotuberculosis em um carneiro na insercdo do escroto, proximo ao plexo
pampiniforme esquerdo, com sinais de rubor, dor a palpacdo e espessamento do
cordao espermatico.

Ja em estudo experimental a fim de avaliar o efeito crénico no sistema
reprodutor de cabras apos a infeccao Latif et al. (2016), concluiram que o C.
pseudotuberculosis pode ultrapassar a barreira fisica e causar lesdes teciduais a
vagina, colo do atero, utero, cornos uterinos, ovarios e linfonodos iliacos com sinais
de inflamacgéo, demonstrando que lesGes apos trés meses sdo mais graves, podendo
predispondo a infertilidade e aborto.

Em avaliagdo de um caprino reprodutor, Rizzo et al. (2014) verificaram
presenca de paralisia de membros pélvicos, causada por abscesso sob vértebras
toracicas (T12 a T13). Outros sinais clinicos podem ser detectados ao exame fisico
como hipertermia, diminuicdo do apetite, perda progressiva de peso, alteracdo das
frequéncias respiratéria e cardiaca (RADOSTITS et al., 2007).

3.10 Diagnostico

3.10.1 Clinico

O diagndstico clinico para LC apenas é possivel quando ocorre 0 aparecimento
de sinais clinicos como a presenca de abscessos superficiais, emagrecimento
progressivo, baixa eficiéncia reprodutiva, entre outros (RIET-CORREA et al., 2007
ALVES; SANTIAGO; PINHEIRO, 2007). A avali¢cdo € iniciada na anamnese, por meio
de informacdes gerais sobre o paciente, obtidas diretamente com quem maneja 0s
animais afetados como raca, idade, sexo, local ou regido de origem, aspecto geral do
rebanho, sistema de criagéo, historico de doencas da propriedade, manejo alimentar,
sanitario e reprodutivo (FEITOSA, 2014).

ApoOs anamnese, deve ser realizado exames fisico geral e especifico dos
animais, sendo este ultimo direcionado as areas afetadas. O exame fisico constitui-se

pela inspec¢édo visual do animal, rebanho e ambiente, além de métodos exploratérios
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como palpacéo, afim de avaliar alteragcbes em 6rgdos internos e externos, mudanca
na textura, sensibilidade e consisténcia de linfonodos, além da presenca de cicatrizes
ou lesbes na pele, caracteristico da doenca (LUCAS et al., 2009; HASSAN et al., 2011;
FEITOSA, 2014).

A associacao das informacdes do exame fisico e anamnese podem subsidiar o
diagndstico presuntivo para LC, contudo ndo € possivel confirmar a doenca, visto que
0s sinais clinicos séo inespecificos, podendo estar presentes em outras enfermidades
(RADOSTITS et al.,, 2007; CHIKHAOUI; KHOUDJA, 2013). Portanto, faz-se
necessario o auxilio de exames complementares, como 0s exames microbioldgicos,
imunoldgicos, moleculares, hemograma, bioquimico e hitopatologico para diagnéstico
confirmatdrio (AL-GAABARY et al., 2009; OREIBY, 2014; SILVA et al., 2018b).

3.10.2 Microbiolégico

O crescimento do C. pseudotuberculosis ocorre em condi¢cdes aerdbicas ou
anaerobicas em atmosfera com 5% de COz, contudo s&o considerados microaerofilos
por alguns autores, crescem em uma ampla variedade de temperatura (14 a 40°C),
sendo 37°C considerada ideal. Em relacdo ao potencial Hidrogenionico (pH) sé&o
neutrofilicas, ou seja, apresentam oOtimas taxas de crescimento entre pH 7,0 a 7,8
(CHIRINO-ZARRAGA; SCARAMELLI; REY-VALEIRON, 2006; MATTOS et al., 2018).

A recuperacao celular a partir do material purulento in vitro é realizado
primariamente em meios de cultura complexos como o caldo ou agar Brain Heart
Infusion (BHI), que apresentam nutrientes extraidos de cérebro e coragcdo bovino,
além de peptona e dextrose, podendo ainda adicionar-se ou ndo 0,1% de Tween 80
(BHI-T80), outros componentes como soro animal, lactoalbumina, extrato de levedura
e peptona de caseina, também podem ser utilizados para enriquecimento do meio de
cultura (BARNABE et al., 2019).

Em meio liqguido apresentam crescimento caracteristico com formacdo de
pelicula na superficie, como observado na Figura 2, que sob agitacdo se desfaz em
flocos, depositando-se ao fundo do tubo, esse aspecto é conferido pelos acidos

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

Figura 2 - Cultivo bacteriol6gico de Corynebacterium pseudotuberculosis em caldo
Brain Heart Infusion — BHI, proveniente de material caseoso de abscesso caprino..
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A

Fonte: Vinicius Pereira Vieira, 2019.

Outro meio utilizado é o agar sangue acrescido de 5% a 10% de sangue ovino
desfibrinado, em que as colbnias séo visualizadas entre 24 a 72 horas apés incubacéo
com coloracéo que varia de branco-acinzentado a amarelo com aspecto opaco, secas
e nao aderidas ao meio (DORELLA et al., 2006a; RIBEIRO et al., 2011; OREIBY,
2015; SA et al., 2018b).

Embora seja considerado agentes beta-hemoliticos, a formacao da hemdlise é
variavel, podendo nédo ser detectada satisfatoriamente no periodo de 48 a 72h no
angar sangue (DOMENIS et al., 2018). A utilizagdo do Tween 80, estimula a atividade
hemolitica das cepas, bem como a inoculacdo em paralelo com Rhodococcus equi, 0

gue estimula a formacédo de grandes zonas de hemdlise (ILHAN, 2013).

3.10.3 Molecular

Diferentes técnicas moleculares sédo aplicadas para o diagnostico da LC
(ODHAH et al., 2019; DORNELES et al., 2014) e caracterizacdo genotipica das cepas
de C. pseudotuberculosis (GAO et al., 2018). A PCR convencional, € um método
utilizado no diagnéstico da LC, tem como principio a detec¢do do material genético do
C. pseudotuberculosis, entretanto pode apresentar reacdo cruzada com
Corynebacterium ulcerans, devido a amplificagdo de apenas um gene por reacao
(COSTA et al., 2019).

Ja o mPCR, permite a deteccdo de varios genes em uma SO reacao,
minimizando a possibilidade de reagao cruzada. Em pesquisa Pacheco et al. (2007),
desenvolveram uma mPCR, utilizando trés genes o 16S rRNA (RNA ribosomal), rpoB

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

O ensaio de PCR quadruplex, por meio da utilizacéo dos genes 16S, rpoB e pld
e do redutase narG, permite a deteccdo simultanea e tipagem do biovar de C.
pseudotuberculosis (ALMEIDA et al., 2017b). Outras técnicas como a PCR em tempo
real (RT-gPCR) foi desenvolvida com objetivo de acelerar o tempo de reacéo e
guantificacdo do DNA presente na amostra com possibilidade ainda de detectar
fragmentos de menor peso molecular (PFAFFL et al., 2013; CARVALHO et al., 2014).

3.10.4 Imunoldgico

Os métodos soroldgicos sao os mais utilizados, juntamente com o isolamento
bacteriol6gico para o diagnostico para LC, visto que sdo capazes de detectar
quantidades de anticorpos e outros constituintes do sistema imunolégico em
nanograma a picogramas por mililitros de soro sanguineo, possibilitando identificar
animais naturalmente expostos ao C. pseudotuberculosis ou que se encontram na
fase subclinica da doenca (BERSHTEYN et al.,, 2012; VASHIST; LUONG, 2018).
Nesse sentido, foram desenvolvidos ensaios de imunoabsor¢é@o enzimatica (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay — ELISA) com diferentes antigenos e formas de captura
de anticorpos (LIU et al., 2016).

O ELISA tem como principio a interagdo entre antigeno e anticorpo, podendo
ser qualitativo ou quantitativo. O teste utiliza marcadores enzimaticos como a
peroxidase e fosfatase alcalina que reagem com substratos cromogénicos gerando
fluorescéncia (MADRUGA et al.,, 2001). Tais ensaios, séo realizados em suportes
sélidos como microplacas de poliestireno de 96 pocos ou membranas de nitrocelulose
que servem de base para ligacdo de antigenos ou anticorpos (HORNBECK, 2015;
AUAD et al., 2018).

Os suportes solidos sao inicialmente revestidos com antigenos que no caso da
LC podem ser somaticos, secretados ou recombinante ou anticorpos (mono ou
policlonais) (STING et al., 2012; GUIMARAES et al., 2011), diluidos em solucdes
tampdao alcalinas, constituindo a etapa de sensibilizacdo. Em seguida, realiza-se a
fase de bloqueio em que proteinas heter6logas ndo reativa sdo utilizadas para
ocuparem espacos onde ndo houveram ligacdo dos anticorpos ou antigenos (JUNG
et al., 2015).
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Apés etapa de sensibilizacdo e bloqueio as amostras de soro sanguineo
(anticorpo primario) ou outros fluidos corporais sdo submetidas ao contato, afim de
gue ocorra reconhecimento dos epitopos e posterior ligacdo dos marcadores
enzimaticos que sao anti-anticorpos (anticorpo secundario) conjugados com enzima
que reagem com substratos cromogénicos em reacdes enzimaticas produzindo cor
visivel que podem ser qualificados em positivo e negativo ou quantificados em titulos
por espectrofotometria (CARMINATI, 2005).

Dentre os diferentes tipos de ELISA tem-se o direto, indireto, sanduiche e
competitivo como demonstrado na Figura 3. O ELISA direto, detecta o antigeno na
amostra de interesse por meio da adicdo do anticorpo primario acoplado a enzima
com posterior catalisacdo enzimatica produzida pela acédo do substrato cromogénico
(POWERS et al., 2012).

Ja o ELISA indireto, faz o uso de dois anticorpos sendo o primario proveniente
da amostra testes que se liga ao antigeno alvo, adsorvido previamente ao suporte
sélido. A seguir, o anticorpo secundario que esta marcado com a enzima liga-se ao
anticorpo primario e a coloracdo € inversamente proporcional a quantidade de
anticorpo presentes naquela amostra (SOLANET et al., 2011; REBOUCAS et al.,
2013).

No entanto o ELISA sanduiche, apresenta-se em outro formato de deteccao, o
antigeno fica entre dois anticorpos, 0 anticorpo primario nesse caso chamado de
captura e o secundario denominado de deteccéo (LV et al., 2019). Nesse ensaio, 0s?!
anticorpos de captura sao previamente adsorvidos ao suporte sélido, em seguida é
adicionada a amostra de interesse e caso tenha a presenca de antigeno, este liga-se
aos anticorpos de captura (TRIPATHI et al., 2016). Posteriormente, é adicionado
anticorpos primarios que se ligam ao antigeno, formando uma espécie de sanduiche.
Seguidamente os anticorpos de detecgédo associados a enzima, sao adicionados e
estes ligam-se ao anticorpo primario. Logo a seguir, realiza-se adi¢cdo da substancia
cromogena ocorrendo a reagdo enzimatica (SHU et al., 2017).

Contudo no ELISA de competigdo o antigeno é ligado a enzima ao em vez do
anticorpo, sendo assim o antigeno marcado compete pelos sitios de ligacdo do
anticorpo primario em associagcéo com o antigeno da amostra (SOGAWA et al., 2019).

! Disponivel 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 antigeno na amostra tiver, maior ser o coeficiente de ligagdo com o
anticorpo e menor ser a intensidade de cor (HUANUCO; GUTIERREZ; MULLER,
2017; BRENNER et al., 2019).

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

043

Substrate

k O Substrate
Substrate
Secondary Antibody (%:%
\ Conjugate / k\ Inh|b|tor)k O

7\

. Antigen )k
/)k\ Egrrzirg);;nhb‘)dy /) Yiapture Antibody / \

DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVE ELISA

Fonte: Researchgate, 20191

Apesar dos diferentes testes ELISA, o mais empregado € o ELISA indireto
usado para o diagndéstico de animais naturalmente ou experimentalmente infectados
e acompanhamento da resposta vacinal, dentre outras finalidades (ALVES et al.,
2018; AUAD et al., 2018). Contudo, existem poucos testes ELISA comerciais
disponiveis para o diagnéstico da LC, o kit ELISA indireto (Cusabio®) com antigeno
recombinante da PLD de C. pseudotuberculosis € um dos poucos fabricados (OYHAN
et al., 2014). Para isso sdo utilizados antigenos que variam quanto a tecnologia de
producao, extracao, purificacdo e capacidade imunorreativa (STING et al., 2014).

Os antigenos recombinantes sdo produzidos pela inser¢cdo de genes de
interesse em vetores bioldgicos, assim as proteinas sdo expressadas, purificadas e
testadas quanto a sua imunoreatividade (VALE et al., 2003). Em estudo Barral et al.
(2019), testaram cinco tipos de proteinas recombinante, dentre estas a PLD, CP40,
PknG, DtxR e Grx, para deteccéo de anticorpos anti-C. pseudotuberculosis por meio
do ELISA indireto para soro caprino, obtendo excelentes resultados com a PLD e
CP40 com sensibilidade de 96,9% e especificidade de 98,4%.

Outro ensaio de ELISA indireto com proteinas recombinantes CP0126a,
CP0369 e CP1957, demonstrou capacidade imunorreativa em soro de ovinos

naturalmente infectados com C. pseudotuberculosis, apresentando especificidade de
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77,5%, 92,5% e 92,5% e sensibilidade de 95%, 90% e 85% respectivamente
(REZENDE et al., 2016).

Apesar dos resultados satisfatorios, demonstrados em pesquisas, o alto valor
empregando na producao de proteinas recombinantes tem sido um dos entraves para
utilizacdo destes antigenos na rotina diagnostica (SILVA et al.,, 2013). Todavia
Carminati et al. (2003), desenvolveu um ELISA indireto, utilizando como antigeno o
secretado de cultura de C. pseudotuberculosis em caldo BHI com boa capacidade em
discriminar animais positivos e negativos com resultados de sensibilidade de 93,5% e
especificidade de 100%, tendo sido aplicado em diversos outros trabalhos.

Assim, Ribeiro et al. (2013) utilizando o teste ELISA indireto com antigeno BHI
para o diagndstico de LC em ovinos assintomaticos, notaram que cerca de 71% dos
animais apresentaram-se positivos no ELISA e que destes 85% foram assintomaticos,
mostrando-se eficiente na deteccdo destes animais. Ja em inquérito
soroepidemiolégico para LC com caprinos naturalmente infectados, foi observado
positividade de 78,9% dos animais, seguindo a mesma metodologia citada
(SEYFFERT et al., 2010).

Seguindo a producéo de antigeno a partir do sobrenadante da cultura de C.
pseudotuberculosis em caldo BHI, Paule et al. (2004), aplicaram a técnica
particionamento trifasico — TPP, utilizado sulfato de amonio pH 4,0 a 30% e verificou
excelente resultados de imunoretatividade humoral e celular frente antigeno. Nesse
contexto, Carminati et al. (2005), afim de avaliar a eficiéncia do antigeno TPP, testou-
o dois diferentes ensaios de ELISA, um indireto e outro sanduiche e observou
sensibilidade e especificidade de 100% para o ELISA indireto e sensibilidade de 74%
e especificidade de 72% para o ELISA sanduiche.

Nesse sentido, Cerqueira et al. (2006) utilizou o antigeno TPP, MQD e BHI,
além de fracdes Q5 e Q6 extraidos do sobrenadante da C. pseudotuberculosis em
cinco ensaios de ELISA indireto e notou-se que a fracdo Q5, apresentou sensibilidade
de 97,8% e especificidade de 95,6% e a Q6 sensibilidade de 91,1% e especificidade
de 95,6%.

Zerbinati et al. (2007), produziu dois antigenos um com massa celular de C.
pseudotuberculosis por processamento de didlise, denominado de Banho-Maria
Dialisado — BMD (antigeno BMD) e outro antigeno BHI com base no protocolo descrito
por Carminati et al. (2003). Ambos foram submetidos a um teste ELISA indireto para

o diagnostico da LC em soros caprinos naturalmente infectados e nédo infectados, com
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resultados de sensibilidade de 99,8% e especificidade de 98,0% para o antigeno BMD
e sensibilidade e especificidade de 98,0% utilizando o antigeno BHI.

3.10.5 Hematolbgico e bioquimico

Em avaliacdo de caprinos experimentalmente infectados com C.
pseudotuberculosis (1x10° UFC/mL) e inoculagdo de extrato de acido micélico por via
intradérmica Odhah et al. (2017), observaram alteracbes hematologicas com
diminuic&o dos glébulos vermelhos, hemoglobina e hematdcrito, além de microcitose
(volume corpuscular médio) e hipocrdomia (concentracao de hemoglobina corpuscular
média). Contudo Bispo, (2018), avaliando caprinos sorologicamente positivos para LC,
nao observou altera¢des significativas para os parametros hematimétricos.

Quanto aos glébulos brancos, podem ser encontrados leucocitose que cursam
em geral com neutrofilia, monocitose e linfopenia (OSMAN et al., 2012; MAHMOOD
et al., 2015a). No estudo experimental de Othman et al. (2014), por meio da exposi¢cao
do C. pseudotuberculosis (10°CFU/mL) em trés vias de infec¢ao (oral, intranasal e
intradérmico), verificou leucocitose em ambas vias, com leve acréscimo dos
neutroéfilos nos grupos intranasal e intradérmico, e pequeno aumento na contagem de
monaocitos apenas no grupo intranasal. Entretanto, foi notado reducéo significativa na
contagem linfocitica para o grupo inoculado intranasalmente.

Em relac@o aos parametros bioquimicos sédo observados elevacédo da uréia e
creatinina, utilizados como marcadores renais, além de aumento nos parametros de
avaliacdo hepatica como Aspartato Aminotransferase (AST), Creatinofosfoquinase
(CPK), Gama Glutamil Transferase (GGT) e diminuicdo dos parametros de Alanina
Aminotransferase (ALT), Fosfatase Alcalina (FA) e Albumina (OTHMAN et al., 2014;
MAHMOOQOD et al., 2015b). As alteracdes notadas com maior frequéncia ocorrem em
funcdo do carater inflamatorio, como a hiperfibrinogenemia, considerada como
marcador de fase aguda, hiperproteinemia pela hiperimunoglobulinemia

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

3.10.6 Histopatologico

No exame histopatolégico de caprinos e ovinos sao observados conteudo

piogénico necrosante na forma de zonas concéntricas em padrao tipico da LC. Estas
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zonas sao formadas por camada de parénquima necrosado, linfécitos, macréfagos e
células polimorfonucleares principalmente neutréfilos, conforme Figura 4. Em alguns
casos, sao observados calcificacdo total dos nédulos ou em pontos especificos (AL-
GAABARY et al., 2010; KONG et al., 2019).

Figura 4 - Fotomicrografia de abscesso supurativo causado por Corynebacterium
pseudotuberculosis agente da Linfadenite Caseosa em pequenos ruminantes.
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A. Camadas concéntricas de parénquima e células necrosadas.
B. Area de necrose tecidual (N), cercada de linfécitos, macréfagos e granulécitos

polimorfonucleares (L). Coloracdo (A e B): Hematoxilina e eosina, 100x.
Fonte: Al-Gaabary et al. 2010.

Em Alpine chamois (Rupicapra r. rupicapra) conhecida como cabra-montesa,
considerados como caprinos selvagens, ocorre a presenca de abscessos
semelhantes aos encontrados nas espécies de caprinos e ovinos utilizados para
producdo, contudo ndo sdo observadas camadas de necrose coagulativa
frequentemente visualizadas nas espécies citadas (DOMENIS et al., 2018). Em relato
de caso, Sood et al. (2012) observaram a ocorréncia da LC em linfonodos
mesentéricos de um bezerro com contetdo purulento, calcificacédo distrofica rodeado

por uma zona inflamatéria e encapsulamento por tecido fibroso.

3.11 Diagnéstico Diferencial

Diversas enfermidades cursam com sinais clinicos inespecificos e semelhantes
aos da LC, logo é importante realizar o diagnéstico diferencial (ALENCAR et al., 2010;
GUEDES et al., 2017; JUNIOR et al., 2019). Silva et al. (2017), avaliaram por exame
microbiolégico abscessos superficiais e internos de pequenos ruminantes abatidos e
observaram a presenca de C. pseudotuberculosis e outros micro-organismos como
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Trueperella pyogenes,

Streptococcus spp. e Staphylococcus aureus.
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Diversos 6rgdos sdao acometidos pela bactéria C. pseudotuberculosis e as
lesbes pulmonares sdo de grande preocupacao, pois a formacao do abscesso da LC
apresenta estrutura similar ao da tuberculose e paratuberculose, doencas de alto
impacto para saude publica e animal (GUIMARAES et al., 2011; SINGH et al., 2018;
INFANTES-LORENZO et al., 2019). Ja a ocorréncia da LC no sistema nervoso central,
pode apresentar sinais clinicos semelhantes ao da raiva, listeriose, trauma,
polioencefalomalacia, ataxia e meningite (GUEDES et al., 2007, SANTAROSA et al.,
2014).

A mastite em cabras, representa um dos principais impactos econdmicos
negativos para producdo leiteira, uma vez que apresenta-se sob a forma clinica e
subclinica, com diversos agentes como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
intermedius, Trueperella pyogenes Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus spp.,
Klebsiella oxytoca, Escherichia coli, Nocardia spp, Pseudomonas aeruginosa, Serratia
spp (JUNIOR et al., 2019), contudo apesar de pouco frequente, Nabih et al. (2018)
isolaram C. pseudotuberculosis do Ubere de cabras com mastite supurativa.

Quanto as lesbes no sistema reprodutivo de machos e fémeas, pode-se
perceber a disseminagdo da bactéria pelas estruturas, como Camargo et al. (2010)
qgue isolaram C. pseudotuberculosis da insercdo do escroto de um carneiro que
apresentava sinais clinicos semelhantes ao da Brucelose relatados “por Bombonato,
2017). Quanto as fémeas Latif et al. (2016), observaram lesdes distribuidas em todos
os tecidos reprodutivos e linfonodos adjacentes, com sinais de inflamacédo o que
predispde a infertilidade e aborto, que também pode ser caudado por outros agentes
como Brucella ovis e abortus (GIVENS; MARLEY, 2008), Listeria sp. (FERREIRA
JUNIOR; NASCIMENTO; MIGUEL, 2015), Leptospira sp. (MARTINS et al., 2012),
Streptococcus spp. e Escherichia coli (PEREIRA et al., 2013).

3.12 Tratamento

Em virtude da LC cursar com abscesso externos e internos, este ultimo é pouco
diagnosticado de forma precoce, sendo notado em geral apenas no abate (SILVA et
al., 2018b). Contudo, as lesfes superficiais sao tratadas rotineiramente por meio da
extirpacdo cirargica com principios basicos de assepsia, com posterior drenagem do
conteudo purulento e aplicacdo de solucéo de iodo a 10% para cauterizagdo quimica
(FARIAS et al., 2018). Alem desse método, associa-se também a antibioticoterapia



783
784
785
786
787
788
789
790
791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810

811
812

813
814
815
816

37

sistémica, contudo, o0 seu uso indiscriminado tem sido causa do surgimento de
bactérias multirresistentes, o que além de outros fatores, leva ao insucesso do
tratamento (RHODES et al., 2015; DUNO et al., 2016).

Em paralelo a isso, a dificuldade de contato das drogas com o patégeno, devido
a capsula fibrosa espessa ao redor das lesbes e a natureza intracelular do C.
pseudotuberculosis, dificulta a acdo dos antibioticos (BAIRD E FONTAINE, 2007,
SANTIAGO et al., 2013). Frente a essa problematica, estdo sendo propostas novas
alternativas como o uso de substancias fitoterapicas e tecnolégicas como a
nanotecnologia, tendo esta ultima resultados promissores em medicina humana e
veterinaria (RUDRAMURTHY et al., 2016).

O uso de substancias fitoterapicas com funcbes bactericidas vem sendo
investigada ao logo dos anos. O extrato foliar da Moringa oleifera, testada contra
bactérias piogénicas, incluido o C. pseudotuberculosis, tem apresentado resultados
satisfatorios in vitro, podendo ser um caminho para novas férmulas terapéuticas
(FOUAD; ELNAGA; KANDIL, 2019).

Outras possibilidades promissoras sdo pomadas contendo nanoparticulas de
prata biogénicas (AgNP), pois apresentam boa atividade antimicrobiana, sendo seu
mecanismo de acdo voltado para os aspectos fisicos da membrana, portanto, com
menor probabilidade para induzir resisténcia. Os animais tratados com AgNP
demonstram cicatrizacdo mais rapida com menor area incisao cirargica (NARAGINTI
et al., 2016; EL-BATAL et al., 2016; HALBUS et al., 2017).

Em estudo, Stanisic et al. (2018) avaliaram o efeito do AgNP in vitro e in vivo
contra C. pseudotuberculosis em caprinos e ovinos e observaram aceleracdo da
cicatrizacdo de feridas cirargicas realizadas para extirpacédo do contetudo purulento,
gue ocorreram duas a trés vezes mais rapido, em comparacdo com o tratamento com
iodo 10%. O tratamento com pomada a base de AgNP também impediu o

reaparecimento do LC e ndo causou efeitos colaterais nos animais.

3.13 Controle e Profilaxia

O controle da LC deve ser realizado em associagdo com diversos fatores que
permeiam desde o manejo nutricional, reprodutivo, sanitario e ambiental até a
utilizacdo de equipamentos e instrumentos comum entre os animais. Além destes

meétodos, outros como a vacinacao devem ser implementados em paralelo. Assim,
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deve-se compreender que 0s pontos descritos, ndo devem ser vistos como fatores
isolados e sim complementares, pois falhas em qualquer um destes podem permitir a
disseminac&o por todo o rebanho (ALENCAR et al., 2010; GUIMARAES et al., 2011;
RIBEIRO et al., 2013; MIRA et al., 2014).

A alimentacéo fornecida aos animais deve ser segura e de boa qualidade,
cactaceas, palma forrageira e outras plantas que apresentem estruturas agressoras
como espinhos, devem passar por processos de picagem, a fim de evitar agressbes
mecanicas a mucosa oral dos animais (CARVALHO et al., 2018). A qualidade da agua
é fundamental, pois como observado por Dantas et al. (2015), o agente pode
sobreviver por até quatro dias em agua na auséncia de luz e dois dias expostos a luz,
por isso é importante manter agua fresca, recipientes limpos e livres de sujidade do
ambiente.

A criacao de caprinos consorciada, ndo € aconselhavel, principalmente quando
se trata de animais destinados a reproducao, visto que aumenta o risco de infecgéo
interespécie (SA GUIMARAES et al., 2011; RIZZO et al., 2014). Os animais destinados
a tal pratica devem ser rigorosamente avaliados quanto ao estado de salude geral,
seguindo os programas vacinais estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA), bem como a utilizagado de testes diagnosticos para deteccao
precoce deste e outras enfermidades sob acompanhamento de médico veterinario
(VESCH; RAMOS; ZAFALON, 2015).

O controle sanitario baseia-se na identificacdo dos animais doentes para
isolamento e tratamento (DORELLA et al., 2006b). O ideal € que animais positivos
para LC sejam encaminhados ao abate sanitario, entretanto Alves; Santiago, Pinheiro,
(2007), recomendaram retorno destes animais apds total cicatrizacdo dos abcessos,
sendo aplicacdo de testes soroldgicos para identificacdo de animais assintomaticos
de suma importancia.

A drenagem dos abcessos deve ser realizada em ambientes isolados, com
instrumentacdo asséptica, seguindo orientacdo medica profissional, o material deve
ser coletado em recipientes, seringas ou embalagens plasticas e seguidamente
incinerado (RIZZO et al., 2017). A desinfeccéo das feridas cirurgicas pela extirpacao
do abscesso, feridas acidentais e cura do umbigo de animais recém-nascidos, devem
ser realizadas com solucéo de iodo a 10% (SANTIAGO et al., 2013).

Contudo, S4 et al. (2013) avaliando a efetividade dos desinfetantes, constatou

maior atividade microbicida para formaldeido e clorexidina e menor efetividade do



851
852
853
854
855
856
857
858
859
860
861
862
863
864
865
866
867
868
869
870
871
872
873
874
875

39

iodo, comparado a amodnia quaternaria em isolados de C. pseudotuberculosis
formadores de biofilme.

O cuidado com o ambiente é fundamental para o controle, considerado por
muitos autores como uma das fontes de manutengcdo e contaminagdo do C.
pseudotuberculosis (FACCIOLI-MARTINS; ALVES; PINHEIRO, 2014). A desinfec¢ao
das instalagbes e equipamentos devem ser rigorosamente executados, com produtos
guimicos ou vassoura de fogo, pois formacdo de biofilmes ja € demonstrada em
pesquisas, sendo um mecanismo de resisténcia as condicdes adversas e a
desinfetantes (VESCH; RAMOS; ZAFALON, 2015).

Os fébmites s@o importantes veiculos de transmissao, logo, todos os materiais
compartilhados devem ser desinfectados, como tatuadores, tosquiadeiras, tesouras e
demais instrumentos, vale ressaltar que a reutilizacdo de agulhas e seringas é proibida
e devem ser descartadas (ANDRADE et al., 2012).

As vacinas sdo métodos profilaticos para controle da LC, devendo ser
instituidos sob orientacdo de um médico veterinario (ROSLINDAWANI et al., 2016). O
Brasil dispde de trés marcas comerciais de vacina para pequenos ruminantes, a
vacina 1002® Viva Atenuada, Glanvac-6® Inativada com outros toxdides e Linfovac®
Viva Atenuada (MAPA, 2019).

As vacinas podem ser classificadas como de primeira geracao, onde utiliza-se
células vivas atenuadas e mortas de C. pseudotuberculosis por elevacdo de
temperatura, e agentes quimicos, segunda geracdo com toxdides, proteinas e
polissacarideos purificados e terceira geracdo, vacinas recombinantes e génicas
(vacina de DNA — &cido desoxirribonucleico) (SANTOS et al.,, 2016; SANTANA-
JORGE et al., 2016; SILVA et al., 2018a).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de realizacdo do estudo

O trabalho foi realizado em duas etapas, a primeira constituiu-se da producao
do Antigeno Liofilizado (ATL). E a segunda, realizada para escolher a diluicdo ideal
para realizacdo posteriormente do ELISA indireto no Laboratorio de Doencas
Infecciosas (LDI) do Hospital Universitario de Medicina Veterinaria (HUMV) da
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia.

4.2 Producéo do antigeno liofilizado

Para a producédo do ATL, foi utilizado a bactéria C. pseudotuberculosis cepa
1002, cultivada em tubos de ensaio contendo cinco mL de caldo BHI a 37°C por 48
horas. Posteriormente, as culturas foram inoculadas em Agar Tryptose® e incubada a
37°C por 48 horas, ao fim desse periodo cinco colbnias foram transferidas para tubos
de cinco mL de caldo Tryptose® acrescido com tween 80 e incubados em estufa a
37°C por 48 horas.

Em seguida, centrifugou-se a 1.000 g por 10 minutos, obtendo-se duas fracdes
0 sobrenadante o qual foi desprezado e a massa bacteriana ao fundo do tubo, que
sera utilizada como antigeno. A pureza do antigeno foi atestada pela técnica de
bacterioscopia utilizando o método de Gram e inoculacdo em agar sangue de carneiro
a 5%. Para o processo de liofilizac&o foi adicionado 0,1 grama de leite em p6 molico®
como estabilizante, para cada um grama de massa bacteriana, apos liofilizacdo

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

4.3 Determinacéo da diluicdo do ATL para o ELISA indireto

A segunda etapa, foi realizada no Laboratério de Doencas Infecciosas (LDI) do
Hospital Universitario de Medicina Veterinaria (HUMV), afim de determinar a melhor
diluicdo do ATL, para o ELISA indireto, um grama do antigeno foi ressuspendido em
um mL de tampéo fosfato-salino 0,85% estéril, seguidamente foi agitado por 30
minutos em agitador vortéx (Labnet®) velocidade maxima. Em seguida foi levado a -

20°C por 24 horas, ap0s esse periodo foi novamente submetido ao agitador vortex
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(Labnet®) em velocidade maxima por igual periodo, facilitando assim a dissociagcédo
dos antigenos.

Em seguida, foram preparadas quatro diluicdes do ATL 1:400, 1:200, 1:100 e
1:50 utilizando tampao carbonato-bicarbonato pH 9,6. Para realizacdo da etapa de
sensibilizacdo, utilizou-se microplacas de fundo chato de poliestireno de 96 pocos
(Costar®), onde adicionou-se 100 puL do ATL diluido, em seguida as microplacas
foram incubadas em camara umida na temperatura de 4°C por 18 horas.

Apoés esse periodo, as microplacas foram lavadas duas vezes com tampao
fosfato salino (Phosphate Buffer Solution — PBS,) acrescido com Tween-20 a 0,05%
(PBS-T 0,05%). Em seguida, para realizagcdo do bloqueio foi adicionado 200 pL de
solucéo de PBS-T com leite desnatado (Molico®) a 5% e a microplaca foi incubada a
37°C por duas horas. ApGs esse periodo, foi realizado um pool com quatro soros de
caprino positivo e quatro soros de caprino negativos para LC, para isso 25 pL de cada
soro foram aliquotadas para perfazer um volume final de 100 pL de cada pool. Na
sequéncia, cada pool controle foi homogeneizado e diluido em 1:1000 de solucéo de
PBS-T com leite desnatado a 1%.

Apés o periodo de bloqueio, as microplacas foram submetidas a duas lavagens
com PBS-T 0,05% e foram aplicados 50 pL em cada poco da solucédo de leite
desnatado a 1% (controle branco) e 50 uL de cada pool controle positivo e negativo
em duplicata, sendo novamente incubada por 45 minutos a 37°C. Passado esse
tempo, a microplaca foi lavada cinco vezes com PBS-T 0,05% e foram adicionados 50
ML do conjugado IgG goat (Sigma-Aldrich®) diluidos em PBS-T 0,05% na propor¢cao
de 1:10.000, a microplaca foi incubada mais uma vez por 45 minutos.

Ao fim desse periodo, foram realizadas cinco lavagens e seguidamente foi
adicionado 50 uL da solucdo reveladora, composta por 4 mg de ortophenylene-
diamine (OPD), diluido em cinco mL de tampao citrato pH 5,1 e 4 uL de perdxido de
hidrogénio, apds adicdo nos pocos, as placas foram mantidas em camara com
auséncia de luz por 15 minutos. Em seguida, a reacéo foi interrompida, adicionando-
se 25 uL de &cido sulfurico e a microplaca foi encaminhada para o leitor de

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

4.4 Elisa indireto com ATL
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A diluicdo escolhida foi a 1:400, seguindo critério estabelecido por Carminati et
al., (2003). Para o ensaio ELISA indireto para ATL, inicialmente foi realizado a dilui¢cao
do ATL em 1:400 em tampédo carbonato-bicarbonato pH 9,6. Para etapa de
sensibilizacdo, foram utilizadas duas microplacas de ELISA, fundo chato de
poliestireno de 96 pocos (Costar®). Apods diluicdo de antigeno, 100 pyL de cada
diluicdo foi adicionada por poco, as microplacas foram entdo incubadas em camara
Umida a 4°C por 18 horas.

Passado o periodo de incubacgao, a etapa de bloqueio foi realizada com 200 uL
da solucédo de leite desnatado a 5% e a microplaca foi incubada por duas horas a
37°C. Passado esse tempo, foram realizadas duas lavagens com PBST-0,05% e
procedeu-se a etapa do soro.

Nesse sentido, 45 soros caprino comprovadamente positivo e 45 soros caprino
comprovadamente negativo (considerados soros testes), disponibilizados da soroteca
constituida com soros do projeto aprovado pela CEUA (Comisséo de Etica no Uso de
Animais) da UFRB e esta registrado sob o nimero 23007016893/2013-73. Logo,
procedeu-se a diluicdo dos soros controle positivo e negativo, confeccionado pelo pool
dos soros caprinos, descritos acima e dos soros testes em solucdo PBS-T com leite
desnatado 1% na proporc¢ao de 1:1000.

Ao final do periodo de incubacéo da etapa de blogueio, as microplacas foram
lavadas duas vezes com PBS-T 0,05%, na sequéncia foram adicionados 50 pL da
solucéo de leite (controle branco), e das diluicbes dos soros controles e testes em
cada poco, seguindo para incubacao a 37°C por 45 minutos.

As etapas seguintes, seguem 0s passos descritos anteriormente, com excecao
apenas da etapa do soro, em que foram aplicados os soros testes.

4.5 Andlise Estatistica

O “cut-off” foi calculado por meio da média da densidade éptica dos animais
nao reagentes + 3 desvio padrédo (FREY et al., 1998).

A determinagdo da sensibilidade e especificidade, segueu a formula utilizada
foi no estudo de Mathias et al. (1998), conforme representagéo abaixo:
Sensibilidade = Total de doentes testados/ Doentes detectados pelo teste x 100

Especificidade = Total de saos testados / S&os negativos ao teste x 100
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976 O coeficiente de concordancia de Kappa, foi calculado com base em estudo de
977  Cohen, (1960).
978
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

De acordo com os valores obtidos da densidade Optica (DOp) do ELISA indireto
para LC em caprino, utilizando como teste o ATL, pode-se perceber que o antigeno
apresentou capacidade imunorreativa, pois conseguiu discriminar o pool de soros
caprinos controle positivo e negativo, utilizando como Cut-off 0,248 de Carminati et al.
(2003), portanto neste ensaio foi possivel detectar para o pool de soro caprino
negativo valor médio de 0,219 e de positivos 0,425.

Em avaliagdo da melhor diluicdo para ser trabalhada no ELISA indireto,
observou-se que a 1:400, apresentou deteccdo superior de anticorpos anti-C.
pseudotuberculose em relagdo as outras diluicdes, conforme Figura 5, corroborando
com a média da DOp dos soros positivos e negativos, utilizados para realizacdo do
pool controle, testado previamente no ELISA indireto com antigeno BHI que foi de
0,698 para o positivo e 0,189 para o negativo. Nesse sentido, foram observadas DOp
semelhante, obtendo-se valores de 0,662 e 0,215 para positivo e negativo,

respectivamente.

Figura 5 - Avaliacdo das diluigcBes de antigeno liofilizado de Corynebacterium
pseudotuberculosis para um ELISA indireto.
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0,000

1:400 1:200 1:100 1.50
Diluicdo do antigeno liofilizado

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Apés a diluicdo ser determinada, a técnica do ELISA indireto foi realizada e os
valores de DOp para os soros positivos podem ser visualizados na Figura 2, pode-se
observar que a DOp dos 45 soros caprinos comprovadamente positivos para C.
pseudotuberculosis quatro ndo reagiram ao teste, sendo considerados falso

negativos. Ja para 0s soros comprovadamente negativos, sete apresentaram
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reatividade acima do cut off, sendo considerados falsos positivos, observados na
Tabela 1.

Figura 6 - Resultados do ELISA indireto com antigeno liofilizado de
Corynebacterium pseudotuberculosis com amostras séricas de caprinos
comprovadamente positivos e negativos.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

A partir dos dados obtidos no ELISA indireto, foram célculos os parametros de
Cut-off, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo,
Acuracia e o indice Kappa, com base na descricdo do estudo estatistico. O Cut off
obtido nesse ensaio foi de 0,252, isso significa dizer que abaixo desse valor 0s soros
testados, sdo considerados negativos, contudo igual ou superior sdo considerados
positivos.

Quanto a sensibilidade e especificidade, foram apresentados valores de 91,1 e
84,4%, respectivamente. A sensibilidade de um teste esté ligada a capacidade deste
em detectar a doenca. J4 a especificidade, € a probabilidade de um teste dar negativo
na auséncia da doenca. Sendo importantes parametros para escolha de um teste
diagnostico (OLIVEIRA et al., 2010).

Nesse contexto, o valor preditivo positivo encontrado nesse teste foi de 98,8%
e negativo de 92,8%, com acuracia de 87,1%. O indice Kappa, expressar a
confiabilidade de um teste, sendo encontrado neste estudo valor de 0,898 para este

teste, quanto mais proximo de 1 melhor.
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Tabela 1 - Parametros de validacdo para o ELISA indiretos utilizando antigeno de
Corynebacterium pseudotuberculosis liofilizado para diagndéstico da Linfadenite
Caseosa em caprinos.

Parametros Valores
Controle positivo 45
Controle negativo 45
Falsos positivos 7
Falsos negativos 4
Cut-off (densidade Optica) 0,252
Sensibilidade (%) 91,1
Especificidade (%) 84,4
Valor preditivo positivo (%) 98,5
Valor preditivo negativo (%) 92,8
Acurécia 87,1
Kappa 0,898

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

No estudo de Carminati et al. (2003), foi determinado sensibilidade de 93,5% e
especificidade de 100% para um ELISA indireto com antigeno secretado de cultura de
C. pseudotuberculosis em caldo BHI, ja nesse trabalho foi encontrado correlacéo para
sensibilidade, sendo esta de 91,1%, porém a especificidade mostrou-se diferente com
valor de 84%. Ja o valor preditivo deste mesmo trabalho foi de 100% para o positivo
e 91,1% para o negativo.

Os valores preditivos sao influenciados em fungcéo da prevaléncia da doenca
na populacédo. Logo, em doencas que apresentem maior prevaléncia, o valor preditivo
positivo tendera a ser maior, ocorrendo o inverso com o valor preditivo negativo. Ja
no trabalho de Paule et al. (2004), utilizando o antigeno TPP em dois diferentes
ensaios de ELISA, um indireto e outro sanduiche, encontrou sensibilidade e
especificidade de 100% para o ELISA indireto e sensibilidade de 74% e especificidade
de 72% para o ELISA sanduiche. Segundo Lopes, 2000, quanto maior a
especificidade de um teste, maior a capacidade do teste positivo indicar presenca da
doenca, diminuindo a probabilidade de falso positivo.

Zerbinati et al. (2007), avaliando o desempenho de um antigeno BHI e outro
com a massa celular de C. pseudotuberculosis (antigeno BMD) em um ELISA indireto
para o diagnostico da LC em soros caprinos, obteve resultados de sensibilidade de
99,8% e especificidade de 98,0% para o antigeno BMD e sensibilidade e
especificidade de 98,0% utilizando o antigeno BHI. O antigeno BMD produzido com a

massa bacteriana, assim como este estudo demonstrou a capacidade destes
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antigenos somaéticos apresentarem moléculas antigénicas importantes para o
diagnéstico sorologico.

Ao avaliar a imunoreatividade de cinco tipos de proteinas recombinante (Grx,
PLD, CP40, PknG, DtxR) Barral et al. (2019), para o diagndéstico da LC por meio do
ELISA indireto, observou que a CP40 apresentou melhores resultados com
sensibilidade de 96,9%, diferindo em cerca de 5% do resultado encontrado neste
trabalho e especificidade de 98,4%, em relacdo a sensibilidade encontrada neste
estudo foi de 84%.

Contudo, Goncalves (2017), ao utilizar a proteina recombinante XAl de C.
pseudotuberculosis como antigeno para um teste ELISA indireto para LC em ovinos e
caprinos, obteve valores de sensibilidade de 90,9% e especificidade de 72,2%, apesar

da sensibilidade apresentar-se similar ao presente estudo.
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6. CONCLUSAO

A partir da cepa de Corynebacterium pseudotuberculosis foi possivel realizar a
producdo do antigeno liofilizado, sendo demonstrado a capacidade antigénica das
moléculas presentes nesse antigeno, para detectar anticorpos anti-Corynebacterium
pseudotuberculosis em soro caprino.

Foi possivel verificar imunoretaividade satisfatoria frente aos soros de caprinos
testados, sendo possivel discriminar animais positivos e negativos para Linfadenite
Caseosa por meio da utilizacdo do antigeno de Corynebacterium pseudotuberculosis
liofilizado no teste ELISA indireto.

O Cut off calculado para este ensaio foi de 0,252, sendo este o valor de
referéncia para testes realizado com base nesta metodologia posteriormente.

Os valores de sensibilidade e especificidade encontrados no presente estudo
permitem inferir que o teste de Elisa indireto com antigeno liofilizado proposto pode
ser aplicado como diagndstico de LC, sobretudo em animais assintomaticos.
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