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RESUMO

A linfadenite caseosa é uma doenca cronica que acomete principalmente caprinos e
ovinos. O agente etiologico € a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis e a
doenca caracteriza-se pela formacdo de granulomas nos linfonodos internos ou
superficiais e em outros oOrgdos. A avaliacdo da resposta imune humoral € uma
importante ferramenta para localizacdo de animais possivelmente infectados,
dificultando desta forma a disseminacdo do agente. O presente estudo avaliou a
sensibilidade e especificidade de quatro ensaios imunoenzimaticos (ELISA), tendo
como padrédo ouro o isolamento microbiolégico, confirmado por PCR. Foram utilizados
dois antigenos sendo o primeiro o sobrenadante da cultura de C. pseudotuberculosis
em caldo BHI e o outro obtido a partir do fracionamento em trés fases (TPP) do
sobrenadante de cultura de C. pseudotuberculosis, no mesmo meio. Foram usadas 49
amostras de soro de caprinos que apresentavam granulomas superficiais, dos quais
isolou-se C. pseudotuberculosis, as bactérias isoladas e identificadas por provas
bioquimicas foram submetidas a reacdo de polimerase em cadeia. Foram usadas 50
amostras de soro de caprinos clinicamente sadios. A sensibilidade e especificidade do
ELISA indireto BHI foi de 98% e 98%. Para o ELISA indireto TPP obteve-se uma
sensibilidade e especificidade de 100% e 100%. Para o ELISA sanduiche BHI a
sensibilidade e especificidade foram, de respectivamente 86% e 84%. A sensibilidade e
especificidade para o ELISA sanduiche TPP, foram 74% e 72%. A banda de 815 bp
para do fragmento 16S RNA de C. pseudotuberculosis foi amplificada para todas as 49
amostras isoladas.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, Linfadenite caseosa, caprinos,
diagnéstico, ELISA, resposta imune, PCR.
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ABSTRACT

Caseous lymphadenitis is a chronic disease that mainly affects goats and sheeps. Its
etiological agent is a bacteria, Corynebacterium pseudotuberculosis,and the disease is
characterized by the development of granulomas in both external and superficial
lymphonodes and also in some other organs. The evaluation of the humoral immune
response is an important tool to identify possible infected animals , in this way,
preventing the dissemination of the disease.The present study evaluated the sensitivity
and specificity of four different types of Immuno-enzymatic essays (ELISA), using as
gold pattern  the microbiological isolation/cultivation/identification followed by
confirmation by polymerase chain reaction (PCR).Two different antigens were used. The
first one was prepared from the supernatant from C. pseudotuberculosis culture in brain
heart infusion ( BHI) and the second one was obtained by three stages fractioning
(TPP) from culture supernatant also grown in BHI.We used 49 samples of caprine sera
from animals which presented superficial granulomas, from which C. pseudotuberculosis
was isolated, identified by biochemical tests and submitted to PCR. We also used 50
samples from clinnicaly healthy goats. The sensitivity and specificity using BHI indirect
ELISA were both 98%. For TPP indirect ELISA both the sensitivity and specificity were
100%.For the BHI sandwich ELISA, sensitivity and specificity were 86% and 84%
respectively. Sensitivity and specificity for TPP sandwich ELISA were 74% and 72%.
The 815 specific bp band from the 16S RNA fragment for C. pseudotuberculosis was
amplified in all 49 samples tested.

Key-words: Corynebacterium pseudotuberculosis, Caseous lymphadenitis, goats,
diagnostic, ELISA, immune response, PCR
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1- INTRODUCAO

Corynebacterium pseudotuberculosis € o0 agente etiolégico da linfadenite
caseosa (CL) em caprinos e ovinos, cujo quadro clinico caracteriza-se pela formacéao de
granulomas em linfonodos superficiais ou internos e em outros 6rgdos e linfangite
ulcerativa em equinos (ASHFAQ e CAMPBELL, 1979; BURREL, 1981). Os linfonodos
mais acometidos sdo pré-escapular, parotideo, sub-mandibular, supramamario e
popliteo. O agente também esta associado a mastite, pneumonia (UNANIAN e outros
1985; BROWN e OLANDER, 1987). Por se tratar de uma doenca crbnica, o animal
pode ndo apresentar sinais clinicos caracteristicos durante algum tempo, podendo ser
um disseminador do microrganismo. O diagnéstico sorolégico pode ser uma alternativa
para indicar animais infectados e afasta-los do restante do rebanho (WILLIAMSON,
2001). A doenca € um sério problema para a caprinovinocultura nacional, evidenciado
por perdas econdmicas, como, desvalorizacdo da pele em 40%, diminuicdo na
producdo de leite e aumento nos custos para tratar as lesdes (ALVES e OLANDER,
1999). Casos descritos relatam que a linfadenite caseosa pode ser caracterizada
como uma zoonose ocupacional, acometendo pessoas que tem contato com ovinos e
caprinos, como meédicos veterinarios, criadores, tratadores e acougueiros (LOPEZ e
outros 1966; PEEL e outros, 1997; MILLS e outros, 1997, BREGENZER e outros

1997).
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2- FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1- O agente etiologico

2.1.1- Taxonomia

Nocard, em 1888, isolou uma bactéria de afec¢cdo nodular subcutanea de bovino
que, pela descricdo, era compativel com Corynebacterium pseudotuberculosis. Em
1891, Preisz e Guinard isolaram um germe similar de um abscesso renal de ovelhas.
Novamente Nocard em 1893, isolou 0 mesmo microrganismo a partir de uma
enfermidade cutanea similar ao mormo, em equinos. Preisz em 1894 descreveu melhor
0 agente, comparando-o com o bacilo diftérico, denominando-o entdo Bacillus
pseudotuberculosis ovis. Em 1896, Lehmann e Neumann introduziram o nhome genérico
de Corynebacterium para o bacilo da difteria e aos microrganismos relacionados. A
Sociedade Americana de Bacteriologia, no ano de 1923, passou a adotar a expressao
Corynebacterium como nome do género, sendo o microrganismo entdo renomeado
Corynebacterium ovis. Carne, em 1939, considerou a denominac¢do de C. ovis como
impréprio, uma vez que 0 microrganismo poderia ser isolado de outras espécies. A
partir da sexta edicdo do manual Berguey em 1948, passou-se adotar a denominacao
atual de Corynebacterium pseudotuberculosis (BENHAM, SEAMAN e WOOBIDINE,

1962 MERCHANT e PACKER, 1975; CORREA e CORREA, 1992).
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De acordo com Takahashl, e outros (1997), o género Corynebacterium pertence
a familia Actynomicetae, assim como 0s géneros Mycobacterium, Nocardia e

Rhodococcus.

2.1.2- Caracteristicas morfologicas, tintoriais e bioquimicas

C. pseudotuberculosis é caracterizado como um bacilo Gram positivo, medindo
0,5a 0,6 um por 1 a 3 um, podendo apresentar forma cocoéide. Este microrganismo é
anaerobio facultativo, imovel, ndo esporulado e fermentativo (BENHAM, SEAMAN e
WOOBIDINE, 1962; MERCHANT e PACKER, 1975; QUINN e outros, 1994; SELIM
2001).

C. pseudotuberculosis é identificado por provas bioquimicas como: producao de
catalase, producdo de urease, reducdo de nitrato a nitrito e fermentacdo de
carboidratos sem producdo de gas, como glicose, ribose, trealose e apresentam-se
variaveis quanto a fermentacdo da maltose e lactose (MUKLE e GYLES, 1982
SONGER e outros, 1988). Nao hidrolisam a gelatina e nem digerem a caseina
(MERCHANT e PACKER, 1975; QUINN e outros, 1994). A variabilidade nas
caracteristicas bioquimicas, particularmente quanto a fermentacdo de carboidratos,
pode ser atribuida a existéncia de biovares entre as espécies e diferentes métodos
utilizados por diversos pesquisadores Songer e outros (1988), e Biberstein e outros
(1971), sugerem a existéncia de dois biovares, com base no fato de linhagens
isoladas em equinos reduzem nitrato a nitrito, enquanto linhagens isoladas de caprinos

€ ovinos nao possuem esta caracteristica.
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2.1.3- Caracteristicas de crescimento

C. pseudotuberculosis é uma bactéria mesofilica, cuja temperatura ideal de
crescimento é 37°C por 48 horas em uma atmosfera de 5% de gas carbonico
(BENHAM, SEAMAN e WOOBIDINE, 1962; MUKLE e GYLES, 1982; SELIM 2001). O
microrganismo € exigente do ponto de vista nutricional, apresentando bom crescimento
em meios enriquecido como Agar sangue, Agar ou caldo BHI (Infusdo de cérebro e
coracao) e meios enriquecidos com o soro animal ou proteinas vegetais (CAMEROM e
STUART, 1965). O crescimento da bactéria em meio liquido apresenta uma pelicula na
superficie, enquanto o resto do meio fica transparente (MERCHAM e PACKER, 1975;
MUCKLE e GYLES, 1982). Esta pelicula é atribuida aos lipideos de superficie e quanto
mais densa, maior a viruléncia da linhagem (JOLLY, 1966).

C. pseudotuberculosis cresce melhor em meios com sangue ou soro. No Agar
sangue sao formadas coldnias pequenas, de coloracdo branco acinzentadas, opacas e
friaveis. ApGs vérios dias de incubacédo, as coldénias podem alcancar 3mm de diametro
amarelo esbranquicadas. Produzem hemodlise do tipo beta, que aparece apés 48 a 72
horas de incubacéo e o pH ideal para o crescimento € em torno de 7,0 a 7,2 (BENHAM,

SEAMAN e WOOBIDINE, 1962; MERCHAM e PACKER, 1975; QUINN e outros, 1994).

2.1.4- Fatores de viruléncia
Apesar do processo patogénico provocado pelo C. pseudotuberculosis ndo estar
completamente definido, foram identificados dois fatores de viruléncia: lipideos de

parede e a exotoxina (WALKER e outros,1994; PEPIN e outros, 1999).
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2.1.4.1- Lipideos de parede

C. pseudotuberculosis, assim como o Mycobacterium tuberculosis, é um parasita
intracelular facultativo possuidor de uma grande quantidade de lipideos de superficie
gue aumenta a resisténcia da digestdo por enzimas celulares (BROW e OLANDER,
1987). Segundo Jolly (1966), a presenca desta camada lipidica dificulta a fagocitose da
bactéria, aumentando sua viruléncia, enquanto que, para BATEY (1986) e SONGER e
outros (1990), esta substancia esta relacionada a citotoxicidade.

Uma relacdo entre viruléncia e quantidade de lipideos na parede de C.
pseudotuberculosis foi evidenciada em infeccdes experimentais, tanto em
camundongos como em ovinos (BURREL, 1978; MUCKLE e GYLES, 1983). Nos dois
casos, houve alta relacdo entre conteudo lipidico das linhagens testadas e sua
capacidade de formar granuloma. Segundo Willianson (2001), os lipideos celulares da
bactéria tem caracteristica piogénica e este fator de viruléncia esta associado a

formacao de granulomas.

2.1.4.2- Exotoxina

A producdo da exotoxina, uma fosfolipase D é o segundo componente
importante para 0 mecanismo de patogenicidade de C. pseudotuberculosis. Esta toxina
foi descrita pela primeira vez por Carne em 1940, que relacionou algumas propriedades
fisicas e patogénicas (BROW e OLANDER, 1987).

A fosfolipase D hidrolisa esfingomielina, um componente importante de
membrana citoplasmatica, em colina e fosfato de ceramida (CARNE e ONON, 1978). A
colina é liberada, enquanto o fosfato de ceramida fica associado a membrana. Esta

acao da fosfolipase D compromete as celulas do epitélio vascular, aumentando a
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permeabilidade e favorecendo a disseminagcéo do microrganismo a partir do local inicial
da infeccao (CARNE e ONON,1978; MUCKLE e GYLES, 1983).

A esta exotoxina sdo atribuidas numerosas atividades biologicas. A fosfolipase D
demonstra uma atividade hemolitica em sinergia com a colesterol-oxidase e a
fosfolipase C de Rhodococcus equi (BURREL, 1979; SONGER, 1997) e proporciona
uma resisténcia a hemolise pela toxina B-estafilococica (SONGER e outros, 1988).
Estas duas propriedades deram origem a dois testes sorolégicos para deteccao de
anticorpos anti-exotoxina (teste da inibicdo da acédo anti-hemolisina e teste da inibicéo
da hemdlise sinérgica), além do teste para dosagem da exotoxina no sobrenadante de
cultura (ZAKI, 1968; KNIGHT, 1978). Estas atividades enzimaticas foram relacionadas
com a toxicidade da fosfolipase D em camundongos (SUTHERLAND e outros,1989).
Outras atividades biol6gicas da fosfolipase D foram associadas a formacgéo de necrose
apos injecao intradérmica (GOEL e SINGH, 1972; MUCKLE e GYLES, 1983), assim
como a aderéncia a eritrocitos (BROGDEN e outros, 1990).

A sequéncia de nucleotideos dos genes de C. pseudotuberculosis biotipos equi e
ovis, Corynebacterium ulcerans e Arcanobacterium haemoliticum, para a fosfolipase D,
demonstrou uma homologia de que varia de 64 a 98% (McNAMARA e outros,1995). O
gene da fosfolipase D de C. pseudotuberculosis, ja foi clonado e expresso em
Escherichia coli, codificando uma proteina de 31,5 KDa que é reconhecida por
anticorpos no soro de ovelhas naturalmente infectadas com C. pseudotuberculosis

(SONGER e outros, 1990).
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2.2- Ocorréncia da linfadenite caseosa

A linfadenite caseosa € considerada uma doenca de ocorréncia mundial, sendo
descrita em todos paises que possuem significativa populacdo de caprinos e ovinos,
como: Gra-Bretanha, Noruega, Holanda, Nova Zelandia, Estados Unidos, Australia,
Argentina e Brasil (ANDERSON e NAIRN, 1984), Egito, india, Turquia, Sudo, Franca e
Canadéa (BATEY, 1986b). No Paquistéo, relatou-se C. pseudotuberculosis como agente
etiologico da linfadenite caseosa em camelos (AFZAL e SAKIR, 1986).

A doenca esta presente em varias regides do Brasil. Em um estudo realizado no
Ceard em rebanho caprino, demonstrou-se que a linfadenite caseosa era responsavel
por 27,7% dos abscessos encontrados nos animais (UNANIAN e outros, 1985).

Moura Costa e outros (1973), estudaram a distribuicdo geografica da linfadenite
caseosa nos rebanhos caprinos no estado da Bahia e relataram que a doenca estava
presente particularmente no norte do estado. Recentemente, em um estudo soroldgico
também na Bahia, demonstrou-se a presenca de anticorpos seéricos contra C.

psedotuberculosis em 46,6% dos caprinos estudados (MEYER, 2004).

2.3- Transmisséo

C. pseudotuberculosis é capaz de permanecer viavel no ambiente por longos
periodos. O microrganismo pode alojar-se em superficies e continuamente infectar
animais por contato direto. Portanto, a alta persisténcia do microrganismo no ambiente
parece ser o principal fator responsavel pela sua manutencéo dentro de um rebanho. O
modo de transmissdo desta bactéria se da pelo contato do animal higido com
elementos contaminados do ambiente e outros animais doentes com granulomas

superficiais ou pulmonares exudativos (ELLIS e outros, 1987)
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A forma de contagio ainda € controversa, provavelmente, ocorrendo através do
contato entre o drenado do linfonodo comprometido de animais doentes, e a pele ou as
mucosas integras de animais sadios, ou, onde existam solucdes de continuidade
(BURREL, 1981; BATEY, 1986a), pode ocorrer ainda por aspiracdo de aerossois
(CHAPLIN, 1999). Segundo Paton e outros (1995), a fonte de microrganismos em
rebanhos ovinos, pode ser lesdes pulmonares clinicamente ndo diagnosticadas. Tais
lesBes seriam responsaveis pela liberacdo das bactérias em aerossois.

Assim como existem divergéncias quanto a porta de entrada do C.
pseudotuberculosis no organismo do animal, é discutivel como o0 microrganismo chega
até os linfonodos. A hipétese mais aceita € que a infeccéo ocorra na pele ou na mucosa
e a partir dai, chegue aos linfonodos ou a outros 6érgdos (BURREL, 1981; BATEY,
1986a).

No caso especifico dos caprinos e ovinos criados nas condicdes extensivas
do Nordeste brasileiro, supde-se que grande parte da transmissdo deve ocorrer pelo
contato ou consumo da vegetacao nativa contaminada e cuja caracteristica espinhosa é
altamente traumatica para mucosa oral e pele. Em estudos sobre inducdo experimental
da linfadenite caseosa em cabras, demonstrou-se que 100% dos animais infectados por
inoculacdo subgengival apresentaram granulomas mandibulares (ASHFAQ e
CAMPBELL, 1980). Unanian, e outros (1985), observaram a presenca de granulomas

superficiais nas regides da cabeca e pescoco em cerca de 70% das 656 cabras

acompanhadas durante dois anos no semi-arido brasileiro.
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2.4-Patogenia

C. pseudotuberculosis € um microrganismo comum nos animais de criagdo. Em
ovelhas, este microrganismo afeta linfonodos superficiais, pele e tecido subcutaneo,
pulm&o e outras partes do corpo. Infec¢cdes em varias partes do corpo tem sido relatada
em equinos, bovinos, bufalos, cabras e cervos (ZACKI, 1976). As lesBes internas
acarretam perda de peso e deficiéncia reprodutiva, podendo levar o animal a morte
(BURREL, 1981).

A patogenia de C. pseudotuberculosis ndo estd completamente esclarecida, mas
os dois fatores de viruléncia ja descritos, os lipideos de parede e a fosfolipasde D sdo
importantes neste processo (BROWN e OLANDER, 1997).

Estudos “in vitro” com neutréfilos de ovinos, demonstraram que a fosfolipase D,
quando, no interior das células tem a habilidade de destrui-las. Assim a fosfolipase D
pode aumentar a sobrevivéncia do C. pseudotuberculosis no hospedeiro, devido a
capacidade de destruir e escapar destas células (YOZWIAK e SONGER, 1993).

Mcnamara e outros (1994), utilizando linhagens mutantes com o0 gene da
fosfolipase D deletado, demonstraram que estes mutantes ndo sdo capazes de
estabelecer uma infeccdo primaria ou a formacdo de granulomas nos linfonodos
regionais, confirmando que a exotoxina esta envolvida na persisténcia e disseminacao
da bactéria no organismo hospedeiro.

A camada lipidica na superficie externa da parede, tem uma composi¢cao que
assemelha-se ao acido micdlico encontrado no género Mycobacterium. Estes lipideos
teriam uma acao letal sobre os macrofagos (HARD, 1975). Estudos de microscopia
eletrnica, utilizando macréfagos de caprinos, estabeleceram que apesar de haver a

fusdo entre o fagossoma e lisossoma, C. poseudotuberculosis sobrevive dentro dos
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macrofagos, isto se deve provavelmente aos lipideos de parede (TASHJIAN e
CAMPBELL, 1983), que também sé&o considerados como um fator de viruléncia (JOLLY,
1966; HARD, 1969; MUCKLE e GYLES, 1983).

Apoés a entrada da bactéria no hospedeiro ocorre uma disseminacao rapida do
microrganismo livre ou dentro dos fagocitos a partir dos sitios primarios de infeccao,
levando a uma localizacdo nos linfonodos ou Orgaos internos. Neste processo a
fosfolipase D tem um papel importante, aumentando a permeabilidade vascular e
favorecendo a disseminacao da bactéria (CARNE, 1940; JOLLY, 1965; JOLLY,1966;
BATEY, 1986). Em outros estudos, demonstrou-se que a fosfolipase D além de
degradar a esfingomielina em fosfato de ceramida e colina e estimula a liberacédo de
histamina, aumentando a permeabilidade vascular (CARNE e ONON, 1978).

Tambourgi e outros (2002), em um estudo com eritrocitos de humanos,
demonstraram que a fosfolipase D, que tem acdo de esfingolmielinase, induzia
hemdlise dependente de complemento através via classica. A fosfolipase D hidrolisa a
esfingomielina em fosfato de ceramida, que tem um grupamento polar semelhante ao
acido fosfatidico, que tem afinidade por anexina V. De acordo com estes autores,
possivelmente a anexina V se ligaria ao fosfato de ceramida nos eritrcitos tratados
com fosfolipase D. Desta forma, através da anexina V, seria ativada a via classica do

complemento, causando a destrui¢cdo dos eritrocitos.

2.5-Resposta imunolégica a Corynebacterium pseudotuberculosis
A imunidade a C. pseudotuberculosis € atribuida a mecanismos humorais e
celulares (MUCKLE e outros 1992; LAN e outros 1998). Cameron e Engelbrecht,

(1971), demonstraram a protecdo por anticorpos, atraves de imunizagdo passiva em
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camundongos com soro de coelhos imunizados contra C. pseudotuberculosis. O efeito
protetor foi associado a capacidade dos anticorpos atuarem contra a disseminacao da
bactéria. Yozwiak e Songer(1993), constataram que a presenca de anticorpos anti-
fosfolipase D antes da infeccdo, exercem um efeito protetor, dificultando a
disseminacao da bactéria para os linfonodos.

C. pseudotuberculosis € um patdégeno intracelular facultativo que se multiplica
dentro de macrofagos. A imunidade protetora deste microrganismo esta associada a
populacao de células reticuloendoteliais que desenvolve um aumento na habilidade de
matar ou inibir a multiplicacdo desta bactéria (LAM e outros,1999). A importancia dos
neutrofilos e macrofagos, células predominantes nas infeccbes por C.
pseudotuberculosis, foi ressaltada por Jolly (1965b).

Em um estudo da interacdo de macrofagos caprinos com C. pseudotuberculosis,
verificou-se que ocorria a fusdo do fagossoma com o lisossoma. Apesar de a bactéria
sobreviver dentro do fagolisossoma e o0 macréfago poder ser destruido. O
microrganismo aparentemente resiste & morte e digestdo no interior dos fagocitos
devido aos lipideos de parede (TASHJIAM e CAMPBELL, 1983).

Os granulomas séo formados por varias camadas, internamente por um centro
necrético, seguido por uma camada rica em macréfagos, uma zona com predominancia
de linfocitos T CD4, CD8 e Tyd e uma zona rica em linfocitos B, limitada externamente
por uma capsula fibrética. (WALKER e outros,1991; PEPIN e outros, 1994). Nas lesdes
imaturas existe uma predominancia de células T CD4 e nas les6es maduras T CD8 e

Tyd (PEPIN e outros, 1994).
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Lan e outros, (1999), investigaram o papel do receptor de complemento do tipo 3
(CR3), na defesa primaria e secundéria do hospedeiro contra C. pseudotuberculosis.
Este receptor € expresso por macréfagos, neutrofilos, linfocitos T e B e desempenham
papel chave na adesédo, extravasamento, migracdo e fagocitose. O tratamento de
camundongos com anticorpo monoclonal anti-CR3, resultou em multiplicacéo irrestrita
da bactéria nos oOrgaos e levou ao aumento da mortalidade em camundongos
infectados.

A resisténcia a infec¢Bes causadas por bactérias intracelulares facultativas esta
relacionada as células T CD4 e mais especificamente aos clones Thl, pelo aumento da
atividade microbicida dos macrofagos pela producdo de INF-y e TNF-a. O papel das
células T CD8 na resisténcia deste tipo de infeccdo, esta relacionada a capacidade de
produzir INF-y e lise de células infectadas. Em estudos realizados em camundongos,
administrando-se anticorpo anti-CD4 e anti-CD8, observou-se aumento do crescimento
bacteriano e conseqientemente morte dos animais, bem como reduc¢éo na producéo de
INF-y, 0 que sugere que ambas as populacdes de linfocitos sdo importantes na
resisténcia a C. pseudotuberculosis ( LAM e outros, 1998).

Em infeccbes causadas por C. pseudotuberculosis foi demonstrado através de
RT-PCR o aumento nos niveis de INF-y e TNF-a, associado a baixas concentracdes de
IL-4 no local da infeccdo em ovinos experimentalmente inoculados (PEPIN e outros,

1997).
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2.6-Diagndstico

Em pequenos ruminantes, a presenca de granulomas externos é altamente
sugestivo de linfadenite caseosa, principalmente em rebanhos endémico. Quando o
material caseoso € devidamente coletado e enviado ao laboratorio de bacteriologia é
possivel identificar o agente etiolégico. Por se tratar de uma doenca crénica, o animal
gque nao apresenta sinais clinicos evidentes, pode ser um disseminador do
microrganismo. O diagndstico sorolégico € uma forma de se identificar os animais
infectados e afasta-los do restante do rebanho (WILLIAMSON, 2001).

Muitos testes sorolégicos para diagnostico de linfadenite caseosa foram
descritos, como a aglutinacdo em tubo, fixacdo de complemento, hemaglutinacdo
indireta, inibicdo da hemolise sinérgica e Western blotting (TER LAAK e outros, 1992). A
maioria destes testes detecta anticorpos contra a exotoxina de C. pseudotuberculosis
(BROWN E OLANDER, 1987).

Comparando-se a aglutinacéo em tubo, fixacdo de complemento, difusdo em gel,
inibicio da anti-hemolisina, hemaglutinacdo indireta, constatou-se que a
hemaglutinagdo indireta era mais confidvel e detectava os anticorpos contra a
exotoxina por um periodo maior que 0s outros testes, possuindo uma vantagem para o
diagnéstico de C. pseudotuberculosis (SHIGID, 1979).

A inibicdo da hemdlise sinérgica foi desenvolvida para o diagnoéstico de C.
pseudotuberculosis em equinos. O teste baseia-se na neutralizagdo provocada pela
presenca de anticorpos anti-fosfolipase D de C. pseudotuberculosis. A reagdao dos
anticorpos com a exotoxina impede que aconteca hemolise sinérgica caracteristica com
a toxina de Rhodococcus equi em Agar sangue (KNIGHT, 1978). Este teste mostrou-se

sensivel, embora com pouca especifcidade, uma vez que, pode conferir resultados
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positivos em animais infectados por outros agentes etiol6gicos, como o Staphylococcus
aureus, Arcanobacterium pyogenes e outros bacilos Gam positivos (BROWN e outros,
1986; BROWN e outros, 1987).

Kuria (1989), comparando o teste de inibicho da hemolise sinérgica com o
ELISA, verificaram que o ELISA era muito mais eficiente do que a inibicdo da hemolise
sinérgica.

Nos testes ELISA tém sido utilizados varios preparados antigénicos como a
parede celular bacteriana, que contém um grande numero de proteinas
imunologicamente ativas (SHEN e outros, 1982; SUTHERLAND e outros, 1987; STING
e outros, 1998), a exotoxina (MAKI e outros, 1985; SUTHERLAND e outros, 1987,
TER LAAK e outros, 1992; STING e outros, 1998; DERCKENSEN e outros, 2000;
CARMINATI e outros, 2003), Exotoxina recombinante (MENZIES e outros, 1994) ou
antigeno preparado a partir do aquecimento da massa bacteriana em uma solucdo de
SDS com 2-mercaptoetanol (KABA e outros, 2001).

Maki e outros (1985), em estudos realizados em ovinos, compararam a exotoxina
e 0 sonicado de célula como antigenos para o ELISA, constatando-se que a exotoxina
era mais sensivel.

Ter Laak e outros (1992), desenvolveram um teste ELISA sanduiche para
deteccédo de anticorpos contra a exotoxina de C. pseudotuberculosis. Foi utilizado como
anticorpo de captura, soro hiperimune de coelho contra o sobrenadante da cultura de C.
pseudotuberculosis em caldo BHI. Os soros com resultados inconclusivos foram
submetidos a técnica de Western blotting. A especificidade e sensibilidade foram de

aproximadamente de 100%.
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Em um estudo visando padronizar um teste ELISA para diagndstico em caprinos,
utilizou-se antigenos extraidos por SDS da parede celular (antigeno somatico) e em
paralelo os antigenos obtidos em cultura de 48 horas em caldo BHI, onde a massa
bacteriana foi retirada por centrifugacado seguida por posterior filtracdo. Considerando-
se o0s resultados positivos para um dos dois antigenos testados a sensibilidade
observada foi de 96%. Quando avaliados separadamente a sensibilidade observada foi
de 88% para o antigeno de parede celular e 73% para o antigeno filtrado da cultura. A
especificidade considerando o teste negativo para o antigeno de parede celular foi de
77% enquanto que para o filtrado foi de 92% (STING e outros,1998). Resultados
semelhantes foram encontrados por Sutherland e outros (1987), em um experimento
realizado em ovinos, no qual verificou-se uma sensibilidade para antigenos de parede
de 76% e de 67% para os antigenos secretados em caldo BHI. Quanto a
especificidade, alcancaram uma média de 73% para os antigenos de parede e 77%
para os antigenos secretados. Os antigenos de parede celular, de acordo com os
autores destes trabalhos, revelaram serem mais sensiveis, porém menos especificos
gue os antigenos secretados.

Derkensen e outros (2000), desenvolveram um teste ELISA sanduiche,
baseado no teste ELISA descrito por Ter LaaK e outros em 1992, para deteccéo de C.
pseudotuberculosis em caprinos e ovinos, com o objetivo de melhorar a sensibilidade.
Foi utilizado neste ensaio como anticorpo de captura soro hiperimune de coelho contra
0s antigenos secretados por C. pseudotuberculosis, em cultura de 72 horas a 37°C em
caldo BHI. Através deste teste ELISA melhorado, constatou-se uma sensibilidade
equivalente a 72+5% e uma especificidade da ordem de 99+1% em caprinos e de

51+6% e 97+2%, respectivamente em ovinos.
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Kaba e outros (2001), padronizaram um teste ELISA, cujo antigeno foi obtido
a partir do aguecimento da massa bacteriana com SDS e 2-mercaptoetanol, seguido de
centrifugacdo e o sobrenadante foi utilizado como antigeno. Desta forma, obteve-se
uma sensibilidade de 85% e uma especificidade de 96%, utilizando como referéncia a
técnica de Western Blotting.

Alguns autores questionam a utilizacdo apenas de métodos soroldgicos para
o diagnéstico de linfadenite caseosa, e defendem o seu uso principalmente para
estudos epidemioldgicos (STING e outros, 1998). De acordo com estes, 0 uso de
métodos sorologicos na tentativa de erradicacdo da linfadenite caseosa € bastante
controverso. Entretanto, pesquisadores como Ter Laak e outros (1992) e Dercksen e
outros (2000) preconizam o uso de métodos sorologicos em programas de erradicacao
da linfadenite caseosa, como respaldo para a eliminacdo de animais com sorologia
positiva. Estes autores defendem o uso da técnica de western blotting para confirmar os
casos suspeitos (TER LAAK e outros, 1992) ou a repeticdo do teste de ELISA apos 4
semanas (DERCKSEN e outros, 2000). De acordo com Ter Laak e outros, (1992), o
teste de western blotting pode ser usado como prova para a confirmacdo de um
resultado positivo, embora se o resultado do teste de ELISA se mostrar duvidoso,
freqientemente o blotting também se revelard inconclusivo. Ainda de acordo com Ter
Laak e outros (1992), os soros de ovinos se mostram mais freqlientemente
inconclusivos do que os soros de caprinos.

Menzies e outros (2004), compararam a deteccdo de C. pseudotuberculosis
em cabras experimentalmente infectadas através da dosagem do INF-y utilizando um

ELISA para interferon gama bovino disponivel comercialmente e a resposta sorolégica
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através de um ELISA utilizando a fosfolipase D recombinante como antigeno. Utilizando
0 ELISA INF-y para detectar a infeccdo por C. pseudotuberculosis em cabra
experimentalmente infectada, constatou-se uma sensibilidade de 89,2% e uma
especificidade de 97,1%. Utlizando o ELISA fosfolipase D em cabras
experimentalmente infectadas, obteve-se uma sensibilidade de 81% e especificidade de
97%. Prescot e outros (2002), em um estudo realizado com ovinos, visando identificar a
infeccdo por C. pseudotuberculosis através da dosagem de INF-y, constataram uma
sensibilidade de 95,7% em ovelhas experimentalmente infectadas e uma especificidade
de 95,5%.

O diagndstico molecular esta revolucionando a pratica clinica das doencas
infecciosas. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica bem
desenvolvida e possui um amplo potencial para deteccdo de patdégenos (YANG e
ROTHMAN, 2004).

Mikhailovich e outros (1995), utilizaram a PCR para detectar cepas
toxigénicas de Corynebacterium diphteriae e relatam que o uso desta técnica aumenta
a probabilidade de diagndstico das doencas infecciosas.

Cetinkaya e outros (2002), em um estudo na Turquia, examinaram 2046
ovelhas e 2262 cabras, encontrando-se 118 animais com granulomas, onde isolou-se
C. pseudotuberculosis em 96 amostras e em 93 destas amostras obteve-se a
amplificacdo de um fragmento de 815 bp. Concluiram que a PCR especifica para C.
pseudotuberculosis baseada em oligonucleotideos iniciadores do gene 16S rRNA,
poderia ser utilizada para deteccdo de microrganismos cultivados, na identificacédo da

linfadenite caseosa e em estudos de vacina. Em um estudo no Peru, para avaliar a
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eficAcia de uma vacina, utilizou-se a PCR para identificar C. pseudotuberculosis em

animais que tiveram granulomas durante o experimento (MEDRANO e outros, 2003).

2.7- Linfadenite caseosa no homem

Lopez e outros (1966), relataram o primeiro caso de C. pseudotuberculosis em
um homem. O quadro clinico caracterizava-se por fadiga, dor muscular, figado
aumentado e macio e linfadenopatia localizada. A caracterizagdo de C.
pseudotuberculosis foi realizada pela identificagdo microbioldégica do material coletado
através de aspiracao e incisdo do linfonodo inguinal. Ao exame anatomo-patoldgico do
linfonodo afetado, observou-se areas com foco de inflamacao crénica, com células
epitelidides circundadas por reacéao fibroblastica, caracterizando linfadenite esclerética
cronica.

Na Australia, relatou-se dez casos de linfadenite em humanos devido a infeccao
por C. pseudotuberculosis. Muitos dos casos relatados, foram relacionados a pessoas
gque estdo expostas a ovelhas. Os casos de linfadenite supurativa foram tratados por
incisdo e drenagem do pus, antibioticoterapia sem a identificagdo microbiol6gica do
agente. As caracteristicas histopatologicas das lesdes podem confundir com outros
agentes infecciosos. Contudo, 0 aumento no uso de vacinas contra linfadenite caseosa
em ovelhas na Australia, levou a uma diminuicdo da incidéncia humana desta zoonose
(PEEL e outros, 1997).

Mills e outros (1997), relataram um caso em um jovem estudante com a
presenca de uma massa na axila. O paciente apresentava febre, dor e indisposicao.
Este paciente estava exposto a ovelhas e bovinos. Os autores sugerem a probabilidade

que a infeccao tenha ocorrido a partir das fezes de um animal, talvez por uma leséo na
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pele. Em um estudo de infeccdo por C. pseudotuberculosis em um acgougueiro,
verificou-se através de antibiograma que o microrganismo era sensivel a penicilina,
amoxicilina, eritromicina e ciprofloxaxina, mas era resistente a oxaxilina e
aminoglicosideos. A antibioticoterapia, apresentou-se como um tratamento eficaz.
Embora, C. pseudotuberculosis seja sensivel a muitos antibidticos “in vitro”, a alta
concentracdo celular de macrolideos € uma vantagem. O infiltrado eosindfilico sugeriu

a possibilidade de infeccao por C. pseudotuberculosis (BREGENZER e outros, 1997).

A linfadenite caseosa ocorre com pouca frequéncia em seres humanos, mas
possui um potencial zoonadtico ja demonstrado e uma boa higiene quando se manuseia
animais doentes e materiais contaminados com exudatos € importante para impedir a

propagacéao desta doenca (PEEL e outros, 1997).
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3- OBJETIVOS

3.1-OBJETIVO GERAL

Avaliar a sensibilidade e especificidade de quatro testes ELISA para diagnéstico de

linfadenite caseosa em caprinos.

3.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Padronizar um teste ELISA indireto com antigeno produzido através da técnica de
separagdo em trés fases (TPP).

- Padronizar um teste ELISA indireto com antigeno usando como antigeno o
sobrenadante da cultura em caldo BHI.

- Padronizar um teste ELISA sanduiche usando o antigeno produzido através da
técnica de separacdo em trés fases (TPP) para sensibilizar coelhos New Zeland, com a
finalidade de obter soro hiperimune.

- Padronizar um teste ELISA sanduiche usando como antigeno para sensibilizar
coelhos New Zeland o sobrenadante da cultura em caldo BHIl.para producdo de soro
hiperimune.

- Comparar os quatro testes ELISA propostos quanto a sensibilidade e especificidade.
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- Comparar o resultado da identificacdo presuntiva de C. pseudotuberculosis pelas
técnicas microbiologicas classicas com a reacdo de polimerase em cadeia usando
primers descritos na literatura.

- Utilizar o isolamento e identificagéo de C. pseudotuberculosis como padrao ouro.
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4- MATERIAL E METODO

4.1-AMOSTRAS

Foram utilizados quarenta e nove soros de animais que apresentavam
granulomas em linfonodos superficiais, dos quais isolou-se C. pseudotuberculosis.
Todos os animais eram sem raca definida e oriundos de rebanhos do sertdo da Bahia,
pertencentes a criadores dos municipios de Andorinha, Juazeiro, Santa Luz e Uaua .

Os cinquenta soros negativos foram obtidos a partir de animais clinicamente
sadios, provenientes de animais do sertdo da Bahia pertencentes a criadores dos
municipios de Campo Alegre de Lourdes, Remanso, Pildo Arcado, Casa Nova e

Juazeiro.

4.2- IDENTIFICAGAO DO AGENTE ETIOLOGICO

O material caseoso dos linfonodos foi coletado a campo, tendo a contencdo do
animal sido feita pelo tratador da propriedade. Procedeu-se a identificacdo do animal
através de colocacdo de um brinco com numeracéo para controle do Laboratério de
Imunologia- ICS-UFBA . Apoés a tricotomia e assepsia do local com alcool iodado,
realizou-se uma pequena incisdo na pele e da capsula do granuloma com lamina de
bisturi estéril com aproximadamente 1 cm, desprezou-se a primeira guantidade,
colocando-se em seguida a amostra em um coletor universal estéril. O material foi
acondicionado em caixa de isopor com gelo por no maximo 48h, sendo entéo

conduzido ao laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias da Saude — UFBA. O
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material caseoso coletado foi semeado em placas de agar BHI, enriquecido com 5% de
sangue de carneiro. Apds 48h de incubacdo a 37° C, em aerobiose, uma col6nia
suspeita de cada placa foi repicada para outra placa de agar BHI com 5% de sangue de
carneiro e duas outras para caldo BHI, para evidenciar o crescimento caracteristico. Foi
realizada a coloracdo de Gram, e evidenciados bacilos Gram positivos curtos e
pleomdérficos. Foram realizadas prova da urease (meio de Christensen), catalase e
fermentacdo de lactose, glicose, sacarose, maltose e manose. Apds a identificacdo
positiva, foi realizada ainda a prova da hemdlise sinérgica com Rhodococcus equi
ATCC33701. O resultado das provas realizadas permitiu a identificacdo de C.
pseudotuberculosis em todas as amostras.

O isolamento e identificacdo de C. pseudotuberculosis, foi utilizado como padréo

ouro para avaliar a sensibilidade e especificidade dos testes estudados.

4.3- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

43.1- EXTRACAO DO DNA GENOMICO DE C. pseudotuberculosis
UTILIZANDO O METODO DE LISE ALCALINA E PURIFICAQAO COM FENOL-
CLOROFORMIO

Para a extragcdo do DNA gen6mico da C. pseudotuberculosis, 100 ul da cultura
congelada foi inoculada em 10 ml de meio BHI, em tubo de 50 ml e incubada a 37°C
durante 48 horas. ApOs esta etapa, a cultura foi dividida em 5 tubos de 2 ml,
centrifugada a 13.800 g durante sete minutos em uma minicentrifuga MSE; o

sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 1 ml da solugéo | (Tris-
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HCI 50 mM pH 7.5, EDTA 5 mM pH 8.0, NaCl 300 mM). Em seguida a mistura foi
centrifugada a 5.200 g e ao precipitado foi acrescentou-se 300 ul da solucéo I, e 100 pl
de lisozima (10 mg/ml), os tubos foram invertidos delicadamente e incubados em banho
de gelo durante 10 minutos, sendo entéo transferidos para banho-maria a 37°C por 10
minutos. Apoés esse procedimento foi adicionado 100 ul de sarcozyl 30% em cada tubo,
que foram em seguida homogeneizados e incubados em banho-maria a 65°C por 15
minutos, e em banho de gelo por 5 minutos. Para a purificacdo do DNA, utilizou-se
fenol 1x (1:1 do volume da solucéo), fenol-cloroférmio 1x (1:1 do volume da solucéo) e
cloroférmio 1x (1:1 do volume da solucdo). Em seguida a solucéo foi precipitada com
etanol absoluto (2,5: 1 do volume da solucédo) na presenca de 10 ul de NaCl (5 M) e
incubado a -70°C durante 30 minutos. Ao final da incubacdo os tubos foram
centrifugados por 6 minutos a 8.200 g e o sobrenadante descartado. Ao DNA
precipitado foi acrescentado 500 ul de etanol 70% e centrifugado sob as mesmas
condicdes anteriores. O sobrenadante foi descartado e os tubos ficaram a temperatura
ambiente até secarem completamente. O DNA foi ressuspenso em 20 ul de agua mili-
Q estéril em seguida foram reunidos em um tubo Unico de 1,7 ml e tratado com RNAse
A (100 pg/ml), em banho-maria a 37°C por 1 hora e congelado a -70°C até a sua a sua

utilizagéo.

4.3.2 - DOSAGEM DO DNA GENOMICO
A concentracao e pureza do DNA gendmico foi estimada utilizando 2 ul do DNA
gendmico extraido, ao qual foi adicionado tampéo de amostra (azul de bromofenol 0,5%

e glicerol 25%). As amostras foram depositadas em um gel de agarose 1% e
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submetidas a eletroforese, utilizando-se o tampao TAE 1X (Tris base 40 mM pH 7.2,
NaOAc 20 mM, EDTA 1 mM) e EtBr (0,7 ug/ml), utilizando uma corrente constante de

100 Volts durante 1 hora em cuba horizontal.

4.3.3- PCR DO DNA GENOMICO

Apobs a extracdo, o DNA foi amplificado pela reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando os seguintes primers, usados por Pascual e outros (1995), que
amplificam uma banda de 1600 bp, referente ao gene do 16S rRNA:
PA senso - 5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3
PH anti-senso - 5 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA 3'.
e 0s primers descritos por Cetinkaya e outros(2002), que amplificam uma banda de 815
bp, que seria especifica para o gene 16S rRNA de C. pseudotuberculosis:
CP1senso -5 ACCGCACTTTAGTGTGTGTG 3
CP2 anti-senso - 5TCTCTACGCCGATCTTGTAT 3’

As reacgOes de amplificacao foram feitas com um volume final de 10 pl, contendo
20 pM de cada iniciador, 0,25 mM de dNTPs, 1 unidade de Taq DNA polimerase
(GIBCO BRL), 2mM de MgCL:2 e tampéo da enzima 1X concentrado (GIBCO BRL). A
reacdo foi realizada em um aparelho termociclador “Mini-cycler™ MJ Reserch”. O
programa utilizado foi: 95°C por 5 minutos; 25 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C por 40
segundos, 72°C por 1 minuto e 40 segundos; 72°C por 8 minutos.

Apés a reacdo, o volume total das mesmas foi depositado em um gel de

agarose 1% e submetidas a eletroforese, utilizando-se o tampao TAE 1X (Tris base 40
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mM pH 7.2, NaOAc 20 mM, EDTA 1 mM) e 0,5 ug/ml de EtBr utilizando uma corrente

constante de 100 Volts durante 60 minutos em cuba horizontal.

4.4- PRODUCAO DOS ANTIGENOS SECRETADO EM MEIO BHI

4.4.1- ANTIGENO SECRETADO EM MEIO BHI

A linhagem bacteriana utilizada na preparacdo do antigeno foi obtida a partir de
animal infectado, da regido de Santa Luz, no interior do Estado da Bahia. Esta cepa
vem sendo mantida na colecao do Instituto de Ciéncias da Saude e foi codificada como
T1.

A bactéria foi cultivada em caldo BHI por 72 h a 37° C. Apds o periodo de
incubacdo, a massa bacteriana foi eliminada por centrifugacdo a 8000 rpm por 15
minutos, seguida pela filtracdo do sobrenadante a vacuo em membrana Millipore 0,45
m. A dosagem de proteina foi feita através do método de Lowry (Kit Bio-Rad), sendo
usada soro albumina bovina como padrao. Foi obtida, de acordo com este método, uma

concentragdo protéica de 6,2 mg/ml. O antigeno obtido foi estocado a - 20°C.

4.4.2- ANTIGENO TPP EM MEIO BHI

Foi usada a mesma linhagem T1 do antigeno secretado em caldo BHI. A bactéria
foi cultivada em caldo BHI por 72 h a 37° C. Ap6s o periodo de incubacédo, a massa
bacteriana foi eliminada por centrifugagcdo a 8000 rpm por 15 minutos e fitragdo do
sobrenadante a vacuo em membrana Millipore 0,45 um. A seguir realizou-se o

fracionamento do sobrenadante em trés fases, conforme técnica descrita por Paule e
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outros 2003. A dosagem protéica foi feita através do método de Lowry (Kit Bio-Rad),
tendo sido usada soro albumina bovina como padrdo. Foi obtida, de acordo com este

método, uma concentragdo protéica de 1,02 mg/ml. O antigeno foi estocado a - 20°C.

4.5- OBTENCAO DO SORO HIPERIMUNE

4.5.1- SORO HIPERIMUNE CONTRA O ANTIGENO SECRETADO EM MEIO
BHI

Para producdo do soro hiperimune, imunizou-se coelhos New Zeland adultos.
Para inativacdo da toxina, utilizou-se 174 ul de formaldeido em 2 ml do antigeno
secretado. O toxoide foi diluido em 2 ml de adjuvante completo de Freund (Sigma). Foi
inoculado 6,02 mg/ml do antigeno para cada coelho (Ter Laak e outros, 1992). O
Antigeno foi inoculado via intra-muscular em quatro sitios, perfazendo uma dose de 500
ul por sitio. Realizou-se um booster no 302 dia com o mesmo antigeno diluido em
adjuvante incompleto de Freund (Sigma). No 459 dia, os coelhos foram sangrados por
puncédo da artéria auricular, com agulha de 0,80 x 25, para obtencéo do soro, o qual foi

mantido a -20°C.

4.5.2-SORO HIPERIMUNE CONTRA O ANTIGENO TPP

Para producdo do soro hiperimune, imunizou-se coelhos New Zeland adultos.
Para inativacdo da toxina, utilizou-se 174 ul de formaldeido em 2 ml do antigeno TPP.
O toxoide foi diluido em 2 ml de adjuvante completo de Freund (Sigma). Foi inoculado
1,0 mg/ml do antigeno para cada coelho (Harlow e Lone, 1988). O Antigeno foi

inoculado via intra muscular em quatro sitios, perfazendo uma dose de 500 pl por sitio.
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Realizou-se um booster no 302 dia com o antigeno diluido em adjuvante incompleto
de Freund ( Sigma). No dia 452 dia, os coelhos foram sangrados por puncéo da artéria

auricular, com agulha de 0,80 x 25, para obtencéo do soro, que foi mantido a -20°C.

4.5.3- TITULACAO DO SORO HIPERIMUNE

O titulo de anticorpos do soro hiperimune de coelho foi obtido utilizando um teste
ELISA indireto. Na fase sdlida foram usadas microplacas de poliestireno de fundo chato
(COSTAR 3590). As placas foram sensibilizadas com o antigeno secretado BHI na
diluicdo de 1:100 por poco e o antigeno TPP da concentracdo de 0,5 ug por poco e,
entdo, incubadas por toda a noite a 4°C em camara Umida. No dia seguinte as placas
forma lavadas 2 vezes com PBS-Tween 0,05% e bloqueadas com leite em po
desnatado (Molico, Nestlé) a 5% em PBS-Tween e incubou-se durante 2 horas a 37°C.
Em seguida lavou-se as placas 1 vez com PBS-Tween e adicionou o soro de coelho
diluido em PBS-Tween, com diluicGes crescentes a partir de 1:100. Incubou-se a 37°C
por 1 hora. Apés a incubacao lavou-se as placas 5 vezes com PBS-T e em seguida
acrescentou-se o anticorpo anti-lgG de coelho 1:5000 (Sigma) conjugado a peroxidase
diluido em PBS-Tween. Incubou-se por 1 hora a 37°C e lavou-se 5 vezes com PBS-
Tween. Foi usado como cromégeno a orto-fenilenodiamina (OPD- MERCK), adicionado
50 pl/pocgo de solucéo reveladora (20 ml de tampé&o citrico-fosfato pH 5,1 + 10 mg OPD
+ 10 pl de H202 a 30%). As placas foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente, ao abrigo da luz. A reacgéo foi interrompida acrescentando 25 pl de H2SO4 4
N e as placas lidas em espectrofotometro (Microplate Reader BIO-RAD Model 550)

com filtro de 490 nm de comprimento de luz. A diluicdo de uso do soro hiperimune de
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coelho foi fixada em 1:50 para o antigeno secretado BHI e 1:2000 para o antigeno

TPP.

4.6- TESTE ELISA

4.6.1- ELISA INDIRETO COM ANTIGENO SECRETADO BHI

Foi realizado um teste ELISA indireto. Foram usadas, como fase sélida, placas
de poliestireno de fundo chato (COSTAR 3590). A placa foi sensibilizada com 50:| por
poco do antigeno, diluido em tampé&o carbonato-bicarbonato 0,05M pH 9,6 para uma
concentracdo final de 1:100 e incubado a 4°C por 12 horas em camara Umida. A
solucédo de sensibilizagao foi descartada e a placa lavada duas vezes com tampéao de
lavagem (PBS 0,05% Tween 20). Em seguida realizou-se o bloqueio com solugéo de
leite em p6 desnatado (Molico, Nestlé) a 5% em PBS 0,05% de Tween 20 e incubado
por 2 horas a 37°C. Apds a incubacédo a solucdo de bloqueio foi descartada e a placa
lavada 1 vez com tampao de lavagem (PBS-T 20). A seguir adicionou-se 50 pl do soro
diluido 1:100 em PBS 0,05% Tween 20 Leite Molico 1% e incubados por 1 hora a 37°C.
Em cada placa foram usados como controle positivo um pool de soros positivos e como
controle negativo soro de caprino recém nascido. Foi usado um branco contendo
apenas o tampao de diluicdo. Cada soro e cada controle foram testados em duplicata.
ApoOs o tempo de incubacgéo, os soros foram descartados e a placa lavada 5 vezes com
tampdo de lavagem (PBS-T 20). Apos a lavagem foram adicionados 50 pl/poco do
conjugado imunoglobulina total de coelho anti-imunoglobulina de caprino (DAKO code

no. P0160 Lot 038) marcado com peroxidase (HRP) diluido 1:10.000 e incubado por 45
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minutos a 37°C. Apdés o tempo de incubacdo, descartou-se o conjugado e a placa
lavada por cinco vezes com PBS-T 20. Foi usado como cromoégeno a orto-
fenilenodiamina (OPD- MERCK), adicionado 50:I/poco de solucéo reveladora (20 ml de
tampéo citrico-fosfato pH 5,1 + 10 mg OPD + 10 pl de H202 a 30%). A placa foi
incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da luz. A reacdo foi
interrompida acrescentando 25 pl de H2SO4 4 N. Em seguida realizou-se a leitura em
leitor de ELISA (Microplate Reader BIO-RAD Model 550) usando filtro de 490 nm de

comprimento de luz.

4.6.2- ELISA SANDUICHE COM ANTIGENO SECRETADO BHI

Foram usadas, como fase sélida, placas de poliestireno de fundo chato,
(COSTAR 3590). A placa foi sensibilizada com 50 pl por poco do soro hiperimune
produzido a partir do antigeno secretado BHI, diluido em tampé&o carbonato-bicarbonato
0,05M pH 9,6 para uma concentracéo final de 1:50 por poco e incubado a 4°C por 12
horas em camara Umida. A solucdo de sensibilizacédo foi descartada e a placa lavada
duas vezes com tampéao de lavagem (PBS 0,05%Tween 20). Em seguida realizou-se o
bloqueio com solu¢do Soro Albumina Bovina (Sigma), a 3% em PBS 0,05% de Tween
20 e incubado por 2 horas a 37°C. Ap6s a incubagdo a solugcdo de blogueio foi
descartada e a placa lavada 1 vez com tampédo de lavagem (PBS-T 20). A seguir
adicionou-se 50 pl por poco do antigeno secretado diluido em PBS 0,05% de Tween 20
com BSA 0,5% para uma concentracdo final de 1:100 e incubado a 37°C por 1 hora.
Apés a incubacado a solucdo foi descartada e a placa lavada 5 vezes com tampao de

lavagem (PBS-T 20) A seguir adicionou-se 50 pl do soro diluido 1:100 em PBS 0,05%
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Tween 20 0,5% BSA e incubados por 1 hora a 37°C. Em cada placa foram usados
como controle positivo um pool de soros positivos e como controle negativo soro de
caprino recém nascido. Foi usado um branco contendo apenas o tampéao de diluicéo.
Cada soro e cada controle foram testados em duplicata. Apos o tempo de incubacéo, os
soros foram descartados e a placa lavada 5 vezes com tampéao de lavagem (PBS-T 20).
Apos a lavagem foram adicionados 50:I/po¢co do conjugado imunoglobulina total de
coelho anti-imunoglobulina de caprino (DAKO code no. P0160 Lot 038) marcado com
peroxidase (HRP) diluido 1:5.000 e incubado por 45 minutos a 37°C. Ap6s o tempo de
incubacédo, descartou-se o conjugado e a placa lavada por cinco vezes com PBS-T 20.
Foi usado como cromégeno a orto-fenilenodiamina (OPD- MERCK), adicionado 50
ul/poco de solucédo reveladora (20 ml de tampéo citrico-fosfato pH 5,1 + 10 mg OPD +
10 pl de H202 a 30%). A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. A reacéo foi interrompida acrescentando 25 ul de H2SO4 4 N. Em seguida
realizou-se a leitura em leitor de ELISA (Microplate Reader BIO-RAD Model 550)

usando filtro de 490 nm de comprimento de luz.

4.6.3- ELISA INDIRETO COM ANTIGENO TPP

Foram usadas, como fase solida, placas de poliestireno de fundo chato,
(COSTAR 3590). A placa foi sensibilizada com 50 pl por poco do antigeno, diluido em
tampdao carbonato-bicarbonato 0,05M pH 9,6 para uma concentracao final de 0,5 ug por
poco e incubado a 4°C por 12 horas em camara Umida. A solucdo de sensibilizacéo foi
descartada e a placa lavada duas vezes com tampéao de lavagem (PBS 0,05%Tween

20). Em seguida realizou-se o bloqueio com solucéo de leite em po6 desnatado (Molico,
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Nestlé) a 5% em PBS 0,05% de Tween 20 e incubado por 2 horas a 37°C. Apéds a
incubacédo a solucao de bloqueio foi descartada e a placa lavada 1 vez com tampéao de
lavagem (PBS-T 20). A seguir adicionou-se 50 pl do soro diluido 1:100 em PBS 0,05%
Tween 20 Leite Molico 1% e incubados por 1 hora a 37°C. Em cada placa foram usados
como controle positivo um pool de soros positivos e como controle negativo soro de
caprino recém nascido. Foi usado um branco contendo apenas o tampé&o de diluicéo.
Cada soro e cada controle foram testados em duplicata. Apos o tempo de incubacéo, os
soros foram descartados e a placa lavada 5 vezes com tampéo de lavagem (PBS-T 20).
Apos a lavagem foram adicionados 50:l/poco do conjugado imunoglobulina total de
coelho anti-imunoglobulina de caprino (DAKO code no. P0O160 Lot 038) marcado com
peroxidase (HRP) diluido 1:10.000 e incubado por 45 minutos a 37°C. Apds o tempo de
incubacédo, descartou-se o conjugado e a placa lavada por cinco vezes com PBS-T 20.
Foi usado como cromégeno a orto-fenilenodiamina (OPD- MERCK), adicionado 50
ul/poco de solucédo reveladora (20 ml de tampéo citrico-fosfato pH 5,1 + 10 mg OPD +
10:1 de H202 a 30%). A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz. A reacéo foi interrompida acrescentando 25 pl de H2SO4 4 N. Em seguida
realizou-se a leitura em leitor de ELISA (Microplate Reader BIO-RAD Model 550)

usando filtro de 490 nm de comprimento de luz.

4.6.4- ELISA SANDUICHE COM ANTIGENO TPP
Foram usadas, como fase sdlida, placas de poliestireno de fundo chato,
(COSTAR 3590). A placa foi sensibilizada com 50 pl por pogo do soro hiperimune

produzido a partir do antigeno TPP, diluido em tamp&o carbonato-bicarbonato 0,05M
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pH 9,6 para uma concentracédo final de 1:2000 e incubado a 4°C por 12 horas em
camara umida. A solucéo de sensibilizacéo foi descartada e a placa lavada duas vezes
com tampéo de lavagem (PBS 0,05%Tween 20). Em seguida realizou-se o bloqueio
com solucdo Soro Albumina Bovina (BSA) Sigma, a 3% em PBS 0,05% de Tween 20 e
incubado por 2 horas a 37°C. Apds a incubacéo a solucéo de blogueio foi descartada e
a placa lavada 1 vez com tampéo de lavagem (PBS-T 20). A seguir adicionou-se 50 pl
por poco do antigeno TPP diluido em PBS 0,05% de Tween 20 com BSA 0,5% para
uma concentracao final de 0,5 pg/poco e incubado a 37°C por 1 hora. Apés a incubacéo
a solucéo foi descartada e a placa lavada 5 vezes com tampéo de lavagem (PBS-T 20).
A seguir adicionou-se 50 pl do soro diluido 1:100 em PBS 0,05% Tween 20 com BSA
0,5% e incubados por 1 hora a 37°C. Em cada placa foram usados como controle
positivo, um pool de soros positivos e como controle negativo, soro de caprino recém
nascido. Foi usado um branco contendo apenas o tampédo de diluicdo. Cada soro e
cada controle foram testados em duplicata. Apés o tempo de incubagéo, os soros foram
descartados e a placa lavada 5 vezes com tampao de lavagem (PBS-T 20). Apos a
lavagem foram adicionados 50 pl/poco do conjugado imunoglobulina total de coelho
anti-imunoglobulina de caprino (DAKO code no. P0160 Lot 038) marcado com
peroxidase (HRP) diluido 1:10.000 e incubado por 45 minutos a 37°C. Apds o tempo de
incubacéo, descartou-se o conjugado e a placa lavada por cinco vezes com PBS-T 20.
Foi usado como cromégeno a orto-fenilenodiamina (OPD- MERCK), adicionado 50
pl/poco de solucao reveladora (20 ml de tampéo citrico-fosfato pH 5,1 + 10 mg OPD +
10 | de H202 a 30%). A placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, ao

abrigo da luz. A reacéo foi interrompida acrescentando 25 ul de H2SO4 4 N. Em seguida
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realizou-se a leitura em leitor de ELISA (Microplate Reader BIO-RAD Model 550)

usando filtro de 490 nm de comprimento de luz.

4.6.5- DEFINICAO DO PONTO DE CORTE

O ponto de corte foi feito através da curva ROC( Receiver Operator
Characteristic) ou curva operacional relativa. Esta analise tem como base uma curva
onde sdo colocados os valores de corte que tem no eixo das ordenadas a sensibilidade
e no eixo das abscissas a taxa de falso positivo (1- a especificidade). O ponto de corte
considerado ideal é aquele que permite uma maior especificidade sem perda da
sensibilidade. De acordo com Greiner e outros (1995), esta analise deve ser utilizada
para testes ELISA. Kaba e outros (2001), utilizaram esta analise para desenvolvimento

de um teste ELISA para diagndstico da linfadenite caseosa.

4.6.6-CALCULO DO VALOR PREDITIVO POSITIVO E VALOR PREDITIVO
NEGATIVO

Os calculos foram realizados utilizando os resultados obtidos com os 99 soros
testados, tendo como padrdo ouro o isolamento microbiolégico de C.
pseudotuberculosis na lesdo caseosa. Para estes calculos utilizou-se a seguinte
formula:

VALOR PREDITIVO POSITIVO: positivos verdadeiros

positivos verdadeiros + positivos falsos

VALOR PREDITIVO NEGATIVO: negativos verdadeiros
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negativos falsos + negativos verdadeiro

4.7- ESTUDO ESTATISTICO

Os quatro testes ELISA, o isolamento microbiologico e a PCR foram comparados
por determinacdo do indice concordanca Kappa. Foi calculado o coeficiente de
correlagcdo de Pearson entre o resultado dos quatro teste ELISA. A curva ROC foi
construida para todos os testes ELISA. O programa utilizado para esta andlise

estatistica foi 0 SPSS 12.0.
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5- RESULTADOS

5.1- ENSAIO IMUNOENZIMATICO INDIRETO E ENSAIO IMUNOENZIMATICO
SANDUICHE

Os valores de DO obtidos com os testes ELISA indireto foram mais baixos que
os testes ELISA sanduiche. Os valores de DO do teste ELISA BHI indireto variaram de
0,254 a 1,645 para o soro de animais infectados e de 0,135 a 0,241 para o soro dos
animais néo infectados. Os valores de DO do teste ELISA TPP indireto variaram de
0,642 a 1,718 para o soro de animais infectados e de 0,134 a 0,300 para o soro dos
animais ndo infectados. Os valores de DO do teste ELISA BHI sanduiche variaram de
0,452 a 1,733 para 0 soro de animais infectados e de 0,322 a 1,716 para o soro dos
animais ndo infectados. Os valores de DO do teste ELISA TPP sanduiche variaram de
0,316 a 1,573 para o0 soro de animais infectados e de 0,261 a 0,776 para o soro dos
animais nao infectados. As figuras 1, 2, 3 e 4 mostram os graficos que comparam 0s

resultados obtidos entre os animais infectados e os ndo infectados nos testes ELISA.
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D.O.

1.84
1.61
1.38
1.15
0.92
0.69
0.46
0.23

ELISA INDIRETO BHI

POSITIVO

NEGATIVO

FIGURA 1- Valores de DO no teste ELISA indireto BHI

D.O

1.884

1.413

0.942

0.471

ELISA INDIRETO TPP

POSITIVO

NEGATIVO

FIGURA 2 - Valores de DO no teste ELISA indireto TPP
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ELISA SANDUICHE BHI

1.899

1.266

D.O.

0.633

POSITIVO NEGATIVO

FIGURA 3 - Valores de DO no teste ELISA Sanduiche BHI

ELISA SANDUICHE TPP

POSITIVO NEGATIVO

FIGURA 4- Valores de DO no teste ELISA Sanduiche TPP

Os valores da média e desvio padrdo de cada teste ELISA estdo descrito

tabela 1.

na
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TABELA 1
Valores da média e desvio padrao dos animais infectados e ndo infectados para os
testes ELISA

média desvio
padrao
ELISA indireto BHI
(infectados) 0,802 0,0318
ELISA indireto BHI
(n&o infectados) 0,192 0,0123
ELISA indireto TPP
(infectados) 1,414 0,0318
ELISA indireto TPP
(n&o infectados) 0,198 0,0103
ELISA sanduiche BHI
(infectados) 0,835 0,0182
ELISA sanduiche BHI
(n&o infectados) 0,534 0,0188
ELISA sanduiche TPP
(infectados) 0,641 0,0124
ELISA sanduiche TPP
(n&o infectados) 0,445 0,0108

Microsoft Excel

5.2 DEFINICAO DOS PONTOS DE CORTE DOS TESTES ELISA

Os pontos de corte foram definidos através da curva ROC. Esta curva avalia a
sensibilidade em funcéo da especificidade. Vale ressaltar que a area delimitada pela
curva do teste ELISA indireto TPP foi maior que os outros testes ELISA, seguido pelo
ELISA indireto BHI, ELISA sanduiche BHI e sendo a menor area a da curva delimitada
pelo ELISA sanduiche TPP. As curvas ROC dos testes ELISA estdo demonstradas pela

figura 5.



Sensitivity

ROC Curve
1,0
Source of the
Curva
——DOEHIMND
DOTPPIMD
0,84 DOSANDEHI
—DoSANDTRP
Reference Line
0,6-
0,4
0,2=
|:|,|:| I ! I I I
0o 02 04 0,6 08 10

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

FIGURA 5- Curva ROC dos testes ELISA
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A tabela 2 demonstra os valores de sensibilidade e especificidade dos testes

ELISA de acordo com 0s seus respectivos pontos de corte. Os valores preditivos

positivos e negativos de cada um dos testes encontram-se na tabela 3.

TABELA 2

Valores da sensibilidade e especificidade para os testes ELISA

Sensibilidade Especificidade Cut-off

ELISA indireto BHI 98% 98% 0,248

ELISA indireto TPP 100% 100% 0,471

ELISA sanduiche BHI 86% 84% 0,633

ELISA sanduiche TPP 74% 72% 0,512
TABELA 3

Valores Preditivo Positivo e Valores Preditivo Negativo dos testes ELISA

Valor Preditivo  Valor Preditivo

Positivo Negativo
ELISA indireto BHI 98% 98%
ELISA indireto TPP 100% 100%
ELISA sanduiche BHI 86% 84%
ELISA sanduiche TPP 73% 72%
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5.3- COMPARACAO ENTRE OS TESTES ELISA

Comparando-se o coeficiente de correlacdo de Pearson entre o ELISA indireto
BHI e o ELISA indireto TPP obteve-se um resultado de 0,8429. Quando comparado o
ELISA indireto BHI e o ELISA sanduiche BHI obtemos uma correlacdo de 0,646.
Comparando-se o ELISA indireto BHI e o ELISA sanduiche TPP observamos uma
correlacdo de 0,677. A correlacdo observada entre ELISA indireto TPP com o ELISA
sanduiche TPP foi de 0,584. Verificando a correlacdo entre ELISA indireto TPP e o
ELISA sanduiche BHI, observamos um resultado de 0,675. Estes dados estdo na tabela

4.

TABELA 4

Correlacao entre os ELISAs através do coeficiente de Pearson

Coeficiente de Pearson
ELISA indireto BHI X ELISA indireto TPP 0,8429
ELISA indireto BHI X ELISA sanduiche BHI 0,646
ELISA indireto BHI X ELISA sanduiche TPP 0,677
ELISA indireto TPP X ELISA sanduiche TPP 0,584
ELISA indireto TPP X ELISA sanduiche BHI 0,675

O indice Kappa calculado entre o ELISA indireto BHI e o ELISA indireto TPP,

demonstra uma concordancia quase perfeita para um valor de 0,96. Para o ELISA
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indireto BHI e o ELISA sanduiche BHI, este indice foi de 0,70, uma concordancia
substancial e entre o ELISA indireto BHI e o ELISA sanduiche TPP foi de 0,49, uma
concordancia moderada. Quando o indice Kappa foi calculado entre o ELISA indireto
TPP e o ELISA sanduiche TPP, observou-se um resultado de 0,45, uma concordancia
moderada e entre o ELISA indireto TPP e o ELISA sanduiche BHI foi de 0,70, obtendo-

se uma concordancia substancial. Os indices Kappa entre os testes encontram-se na

tabela 5
TABELA 5
Concordancia entre os testes ELISA através do indice Kappa
Coeficiente de Pearson
ELISA indireto BHI X ELISA indireto TPP 0,96
ELISA indireto BHI X ELISA sanduiche BHI 0,70
ELISA indireto BHI X ELISA sanduiche TPP 0,49
ELISA indireto TPP X ELISA sanduiche TPP 0,45
ELISA indireto TPP X ELISA sanduiche BHI 0,70

5.4- REAC}AO EM CADEIA DA POLIMERASE

Através da PCR, usando-se um par de primers obteve-se uma banda de 1.600
bp, e 0 outro primer mais interno em relacdo ao gene 16S rRNA, também amplifica um
banda de 815 bp. As figuras 6, 7, 8 e 9 demonstram as bandas amplificadas. A figura

10 mostra o resultado obtido quando se utilizou estes primers para amplificar o gene
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16S rRNA de outras bactérias, como Arcanobacterium pyogenes, Arcanobacterium
haemolitycum,  Arcanobacterium  pseudopyogenes, Corynebacterium  renale,
Corynebacterium bovis, Corynebacterium amycolatum, Corynebacterium ulcerans,
Corynebacterium pseudotuberculosis ovis e Corynebacterium pseudotuberculosis equi,
filogneticamente relacionadas. Observou-se que a banda de 1600 bp foi amplificada por
todas estes microrganismos, enquanto a banda de 815 bp foi amplificada por todos,

exceto Corynebacterium amycolatum e Corynebacterium bovis.
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FIGURA 6- Resultado da amplificacdo de bandas das amostras de C.
pseudotuberculosis. Linha 1 até linha 20, corresponde as respectivas amostras.
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FIGURA 7- Resultado da amplificacdo de bandas das amostras de C.
pseudotuberculosis. Linha 21 até linha 40, corresponde as respectivas amostras.
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FIGURA 8- Resultado da amplificacdo de bandas das amostras de C.
pseudotuberculosis. Linha 41 até linha 49, corresponde as respectivas amostras.

T2 T2T1T11002 C C C

1.600 bp
815 bp

FIGURA 9- Resultado da amplificacdo de bandas das amostras controle de C.
pseudotuberculosis. Linhagem T1, T2 e 1002 e os controles da reagcdo que contém
apenas o mix.
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FIGURA 10- Resultado da amplificagdo de bandas das amostras correlacionadas com

C. pseudotuberculosis.
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6- DISCUSSAO

De acordo com diversos autores, as proteinas encontradas no sobrenadante da
cultura de C. pseudotuberculosis em caldo BHI e reconhecidas através de western
blotting, tém peso molecular abaixo de 68 KDa (ELLIS e outros, 1991a; MUCKLE e
outros, 1992; BRAITHWAITE e outros, 1993). Muckle e outros (1992), extraindo
proteinas ligadas a superficie da célula bacteriana, através da lavagem com NacCl,
identificaram uma banda de 120 KDa, reconhecida por todos os soros de caprinos e
ovinos infectados. Braithwaite e outros (1993), observaram que a extracao de antigenos
ligados a superficie da célula através do uso do detergente SDS, revelou bandas
protéicas de 20 a 119kDa, reconhecidas pelo soro de caprinos infectados. Estes
antigenos extraidos da superficie da bactéria foram considerados como antigenos
somaticos.

Em um estudo realizado com caprinos, o fracionamento eletroforético, seguido da
avaliacdo da imunorreatividade dos antigenos produzidos por C. pseudotuberculosis em
meio quimicamente definido, revelou que o soro de 95,8% dos animais infectados foi
capaz de reconhecer bandas de 108 KDa, 78 KDa, 73 KDa, 67 KDa, e 39 KDa. Bandas
de 112 KDa e 85 KDa foram reconhecidas por 91,6% dos animais, enquanto que as
bandas de 62 KDa e 31 KDa foram reconhecidas por 87,5% destes animais. A banda
de 125 KDa foi reconhecida por todos animais infectados (MOURA-COSTA, 2002).

Um dos antigenos usados em dois dos testes ELISAs propostos neste trabalho
foi o TPP. Este antigeno foi desenvolvido por Paule e outros (2004), em um estudo com
sobrenadante da cultura de C. pseudotuberculosis em caldo BHI, no qual o antigeno foi
obtido através da separacdo em trés fases com butanol e sulfato de amoénio,

demonstrou-se que caprinos naturalmente infectados reconheceram bandas de 16KDa,



64

20KDa, 27KDa, 30KDa, 36KDa, 40KDa, 43KDa, 58KDa, 64KDa, 68KDa e 125KDa.
Apesar da banda de 125 KDa néao ter sido relatada em outros experimentos com
antigeno secretado, estudos de Muckle e outros (1992) e Braithwaite e outros (1993),
demonstraram a presenca de uma proteina de superficie de 120 KDa e 119 KDa,
respectivamente.

Segundo Andersen e outros (1991), o crescimento de M. tuberculosis resulta em
liberacdo de proteinas excretadas no meio, ativamente liberadas, nos primeiros dias da
cultura. Posteriormente sdo liberadas proteinas secretadas que atravessam a
membrana citoplasmatica e se localizam externamente a parede celular, sendo
liberadas gradualmente durante o crescimento bacteriano. Kaufmann e Hess (1999),
sugeriram gue antigenos secretados de M. tuberculosis, seriam mais eficazes que os
antigenos somaticos para compor uma vacina contra estas bactérias.

O estudo mais aprofundado das proteinas liberadas no meio, por C.
pseudotuberculosis, permitirdA uma melhor compreensdo da patogenia deste
microrganismo, e fornecera material para ensaios soroldgicos e estudos de vacinas.

A sensibilidade e a especificidade sdo parametros fundamentais para a definicéo
de um teste diagnéstico. Assim, quanto maior a sensibilidade do teste, maior a
capacidade do teste negativo afastar a doenca, pois ocorre uma diminuicdo da
probabilidade de falso negativo. Quanto maior a especificidade de um teste, maior a
capacidade de o teste positivo indicar a doencga, pois diminui a probabilidade de falso
positivo (LOPES, 2000). A sensibilidade pode ser definida como a probabilidade do
teste ser positivo caso o0 animal esteja doente, enquanto especificidade seria a
probabilidade do teste ser negativo no animal ndo doente (XU, LOHR e GREINER,

1997).
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A andlise da curva ROC pode ser utilizada para examinar o desempenho de um
teste diagnéstico, como também para 0s possiveis valores de corte e comparar
diferentes testes diagnosticos a fim de escolher o melhor (GREINER e outros 1995). Os
pontos de corte dos quatro testes ELISA foram determinados com auxilio da curva
ROC. Pontos de corte acima dos indicados implicariam em pouco aumento da
especificidade com reducédo da sensibilidade. Estes pontos de corte foram definidos de
forma a melhorar a especificidade em detrimento da sensibilidade uma vez que, em
funcdo da alta prevaléncia da linfadenite caseosa em nossa regido, € mais interessante
gue haja uma maior probabilidade do teste ELISA ser negativo em animais sem a
doenca.

Greiner e outros (1995), relatam que o melhor ponto de corte estad na situacdo
em que a soma da sensibilidade e da especificidade alcance valores mais altos.
Dercksen e outros (2000), referem que o ponto de corte deve ser selecionado com
muito critério, devido a modificacbes na sensibilidade e especificidade, podendo variar
na dependéncia do uso do teste, ou seja, se o teste sera usado em um esquema de
erradicacdo da doenca entre animais realmente infectados ou em um esquema de
controle em rebanhos de animais n&o infectados.

De acordo com o gréfico descrito pela curva ROC, quanto maior a area definida
pela curva, melhor sera o teste. Desta forma o ELISA indireto TPP se mostra melhor
que os outros testes ELISA, seguido pelo ELISA indireto BHI, ELISA saduiche BHI e
sendo a menor area da curva delimitada pelo ELISA sanduiche TPP.

No teste ELISA indireto BHI e ELISA indireto TPP, de acordo com os pontos de
corte definidos, a sensibilidade foi de 98% para o BHI e 100% para o TPP e a

especificidade de 98% e 100% respectivamente. Os antigenos usados nestes testes
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foram obtidos a partir da linhagem T1, atualmente utilizada como linhagem padréo pelo
Laboratério de Imunologia (ICS-UFBA). Os resultados de sensibilidade e especificidade
destes testes mostram-se proximos aos obtidos anteriormente por Carminati e outros
(2003), em um estudo com caprinos, quando a sensibilidade foi de 93,5% e
especificidade de 100%. No referido estudo foi utilizado como antigeno o sobrenadante
da cultura de C. pseudoruberculosis, linhagem 1002, como antigeno. Neste mesmo
estudo, dois soros, tendo a mesma origem geografica dos animais positivos para a
doenca, sendo, porém, provenientes de animais apresentando abscessos dos quais foi
isolado Arcanobacterium pyogenes, tiveram resultados negativo para este teste de
ELISA.

Os resultados de sensibilidade e especificidade do ELISA indireto BHI foram de
98% e 98%, respectivamente, e a sensibilidade e especificidade do ELISA indireto TPP
foram, ambas, de 100%. Os resultados obtidos por Sutherland e outros (1987)
obtiveram a sensibilidade de 67% e a especificidade de 77%, em um estudo com
ovelhas naturalmente infectadas e experimentalmente infectadas. Sting e outros (1998),
desenvolveram teste ELISA indireto usando como antigeno o sobrenadante da cultura
em caldo BHI. Estes autores mostraram uma sensibilidade de 73% e uma
especificidade de 92%, em caprinos. Dercksen e outros (2000), desenvolveram um
teste ELISA indireto com sobrenadante da cultura de C. pseudotuberculosis e
chegaram a uma sensibilidade de 56+6% e especificidade foi de 97+1%, em caprinos.
Os nossos resultados de sensibilidade e especificidade foram superiores aos estudos
relacionados e estao proximos aos obtidos por Kaba e outros (2001), cuja sensibilidade

e especificidade foram de, 85% e 96%, respectivamente, também em caprinos.
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A sensibilidade obtida neste estudo pelo teste ELISA sanduiche BHI foi 86% e
pelo ELISA sanduiche TPP foi 74%. Ja as especificidades foram de 84% e 72%,
respectivamente. Estes resultados revelam que as sensibilidades dos dois testes ELISA
estavam acima da sensibilidade obtida por Dercksen e outros (2000), em um teste
ELISA tipo duplo “sanduiche”, onde foi usado soro de coelho imunizado com o
sobrenadante da cultura em caldo BHI, para sensibilizar as placas. Estes autores
relataram uma sensibilidade deste teste de 72+5%. As especificidades dos nossos
ELISAs sanduiche, no entanto, se encontram abaixo do valor encontrado por estes
autores que foi de 99+1%, Estes autores, ainda neste estudo, desenvolveram um teste
ELISA sanduiche, tendo como antigeno a exotoxina, onde foi utilizado 1gG1 de bovino
conjugado com peroxidase. A sensibilidade deste teste foi de 94+3% e a especificidade
98+1%. Também neste trabalho os autores descrevem um teste ELISA indireto tendo
como antigeno um preparado de parede celular, cuja sensibilidade foi de 61+3% e
especificidade de 86+3%. Os autores citados lembram que sdo possiveis reacdes
cruzadas com outros microrganismos, como outras espécies de Corynebacterium,
Mycobacterium avium subspécie paratuberculosis e Listeria monocytogenes.

Os valores preditivos sdao medidas relacionadas ao desempenho de um teste
diagndstico. O valor preditivo positivo define a probabilidade de existéncia da doenca na
presenca de um teste positivo. O valor preditivo negativo define a probabilidade de
auséncia da doenca na presenca de um teste negativo (FERREIRA e AVILA, 1996,
p.5).

Os valores preditivos positivos dos testes ELISA foram calculados, para os
pontos de corte definidos, sendo de 98% para o ELISA indireto BHI, 100% para o

ELISA indireto TPP, 86% para o ELISA sanduiche BHI e 73% para o ELISA sanduiche
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TPP. Os valores preditivos negativos, para os pontos de corte definidos, foram
calculados em 98% para o ELISA indireto BHI, 100% para o ELISA indireto TPP, 84%
para o ELISA sanduiche BHI e 72% para o ELISA sanduiche TPP.

Apesar da sensibilidade e especificidade, nos experimentos realizados neste
trabalho, ndo mostrarem uma maior diferenca entre os testes ELISA indireto BHI e
ELISA indireto TPP, € possivel afirmar que o ELISA indireto TPP possui uma
capacidade de discriminacdo entre animais infectados e nao infectados maior. Esta
maior capacidade de discriminacdo € demonstrada pelo fato do maior valor da DO dos
soros dos animais nao infectados (0,241), estar mais proximo ao menor valor de DO
dos soros dos animais infectados (0,254) no ELISA indireto BHI, quando comparado ao
ELISA indireto TPP. Neste ELISA, o maior valor de DO dos soros dos animais nao
infectados (0,300) é muito inferior ao menor valor de DO dos soros dos animais
infectados (0,642). A relacdo média dos resultados positivos/ média dos resultados
negativos foi de 4,2, para o ELISA indireto BHI e 7,1, para o ELISA indireto TPP. No
caso dos ELISAs sanduiche, esta relacdo foi de 1,6 para o ELISA sanduiche BHI e 1,4
para o ELISA sanduiche TPP. Moura-Costa (2002), demonstrou que o ELISA indireto
com sobrenadante de C. pseudotuberculosis, linhagem 1002, em caldo BHI teve esta
relacdo média dos resultados positivos/ média dos resultados negativos de 3,8. Esta
maior capacidade de distingdo entre soros de animais infectados e néo infectados no
ELISA indireto TPP pode ser atribuida a uma maior concentracdo de proteinas
especificas de C. pseudotuberculosis, permitida pela técnica de producdo deste
antigeno.

Jones e outros (2005), em uma revisao sobre identificagdo de microrganismos,

através de ensaios de DNA, afirmam que é possivel identificar espécies de Bacillus,
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Yersinia, Francisella, Brucella e Burkholderia, tendo como base a sequiéncia do gene
16S rRNA.

Takahashi e outros (1997) realizaram um estudo sobre a relacédo filogenética
entre C. pseudotuberculosis e outras espécies do género Corynebacterium e géneros
relacionados, através do gene 16S rRNA. Neste trabalho ficou demonstrado que C.
pseudotuberculosis esta filogeneticamente mais proximo de Corynebacterium ulcerans
do que de Corynebacterium diphtheriae. Pascual e outros (1995), avaliando o gene 16S
rRNA, através da PCR, utilizando um primer universal e comparando a sequéncia com
diferentes programas de computador, verificaram que Corynebacterium diphtheriae e C.
pseudotuberculosis possuem um nivel semelhanca na seqiiéncia do gene 16S rRNA de
97,8%, embora sejam espécies diferentes. Entre Corynebacterium ulcerans e C.
pseudotuberculosis demonstraram uma semelhanga na sequéncia do gene 16S rRNA
de 99,7%.

Neste estudo, em todas as amostras isoladas e identificadas como C.
pseudotuberculosis, foi possivel amplificar duas bandas, uma de 1600 bp e outra de
815 bp. Os primers usados para amplificar a banda de 1600 bp foram os mesmos
usados por Pascual e outros (1995), designados como pA e pH. O par de primers
utilizado para amplificar a banda de 815 bp foi descrito por Cetinkaya e outros (2002),
designados de CP1 e CP2 e, segundo estes autores, sdo especificos para o gene 16S
rRNA de C. pseudotuberculosis. Estes autores estudaram a prevaléncia em 2046
ovinos e 2262 caprinos em abatedouros na Turquia, identificaram 89 ovinos suspeitos
de linfadenite caseosa, dos quais isolou-se C. pseudotuberculosis em 71 amostras,
destas, 69 amostras foram positivas através de PCR, usando-se 0s primers descritos

pelo autor. Em 29 caprinos com suspeita de linfadenite caseosa, isolou-se C.
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pseudotuberculosis em 25 amostras, das quais 24 foram positivas usando a técnica de
PCR. Os mesmos primers, foram usados por Medrano e outros (2003), em um estudo
de vacina em ratos. Neste experimento os autores obtiveram a amplificacdo de uma
banda de 815 bp nas amostras de C. pseudotuberculosis isoladas de granulomas dos
animais vacinados.

No presente trabalho ambos os primers, usados por Cetinkaya e outros (2002)
amplificaram as linhagens isoladas e identificadas, através dos métodos convencionais,
como C. pseudotuberculosis. Foi realizada ainda PCR de espécies correlacionadas,
como Arcanobacterium pyogenes, Arcanobacterium haemolitycum, Arcanobacterium
pseudopyogenes, Corynebacterium renale, Corynebacterium bovis, Corynebacterium
amycolatum, Corynebacterium ulcerans, Corynebacterium pseudotuberculosis ovis e
Corynebacterium pseudotuberculosis equi. Observou-se que a banda de 1600 bp foi
amplificada por todos estes microrganismos, enquanto a banda de 815 bp foi
amplificada por todos, exceto Corynebacterium amycolatum e Corynebacterium bovis.
De acordo com estes resultados, podemos afirmar que os primers CP1 e CP2 nao séo

espécie-especificos
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7.0- CONCLUSOES

- A sensibilidade e especificidade do teste de ELISA indireto TPP foram, ambas, de
100%

- A sensibilidade e especificidade do teste de ELISA indireto BHI foram, de 98%

- O teste de ELISA sanduiche BHI apresentou uma sensibilidade de 86% e uma
especificidade de 84%

-A especificidade e sensibilidade do teste de ELISA sanduiche TPP foram de 74% e
72%, respectivamente

- Constatou-se que o teste ELISA indireto TPP, possui uma capacidade de
discriminacdo maior entre 0s animais com a doenca e animais sem a doenca, em
relacdo aos demais testes.

- Através da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase, verificou-se que todas as
amostras identificadas como C. pseudotuberculosis amplificaram a banda de 815 bp do
gene 16S rRNA.

- Através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase, demonstrou-se que
amostras de bactérias filogeneticamente relacionadas, também amplificaram a banda

de 815 bp, exceto Corynebacterium amycolatum e Corynebacterium bovis.
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8.0- PERSPECTIVAS

- Avaliar possiveis reacfes cruzadas dos testes ELISA indiretos, usando soros de
animais com outras patologias.

- Estudar as fracdes protéicas do antigeno TPP, analisando o potencial destas fracfes
de induzirem uma resposta imunolégica protetora.

- Estudar outros primers especificos para C. pseudotuberculosis.
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