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Resumo

GONCALVES, A. N. D. Desenvolvimento de um ensaio imunoenzimatico (ELISA) para
diagnostico de linfadenite caseosa em ovinos e caprinos. 65f. 2017. Tese (Doutorado) -
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul, Campo Grande, MS, 2017.

A Linfadenite Caseosa (LC) € uma doenca infectocontagiosa, causada pela bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis e que acomete ovinos e caprinos. Esta doenca ¢
caracterizada por lesdes purulentas e caseosas nos ganglios linfaticos e, ocasionalmente,
pulmdes, baco, rins e figado. O diagnoéstico da LC, normalmente, é baseado em sinais
clinicos, no entanto, o teste padrao ouro € o isolamento microbioldgico, realizado a partir do
material purulento dos abcessos. Faz-se necessario um método que seja capaz de diagnosticar
animais doentes, com presenca ou nao de abcessos externos. Neste contexto, visto os esforcos
para identificar e controlar a doencga, objetivou-se, neste estudo, avaliar o potencial da
proteina XA1 recombinante (XAlr) de C. pseudotuberculosis como candidata a compor um
teste sorolégico do tipo ELISA indireto, para o diagndstico de linfadenite caseosa em ovinos e
caprinos. A sequéncia do gene xal, que codifica a porcdo hidrofilica da proteina XAl, foi
selecionada com o auxilio do programa Protean (DNASTAR®). Esta sequéncia e a
constru¢do do plasmideo de expressdo génica foram sinteticamente confeccionadas pela
empresa de biotecnologia Genone Biotechnologies. O gene xal foi clonado em plasmideo de
expressdao em procariotos pET-47b(+). O plasmideo pet47Bxal foi introduzido em célula
quimicamente competente de E. coli Rosetta-Gami e realizada a expressdo génica XAlr foi
purificada por cromatografia de afinidade, em resina metélica com a coluna de agarose niquel,
dialisada em PBS, quantificada pelo método de Lowry e armazenada a -20°C.
Posteriormente, um teste de ELISA indireto foi padronizado com o uso desta proteina como
antigeno sistematico (n= 23), assintométicos (n= 10) e histérico de LC (n= 10). O banco
formado com soros de caprinos foi composto por soros positivos (n=29), negativos (n=19),
soros de animais de um rebanho com histérico de LC (n= 15) e outros soros de caprinos com
sinais clinicos da doenca (n= 29), totalizando 92 soros. O ponto de corte foi feito por meio da
curva ROC. O teste de ELISA indireto foi capaz de discriminar animais positivos e negativos,
com sensibilidade de 90,9% e especificidade de 72,2%. Foram identificados cinco animais
como falso-positivos e trés foram considerados falso-negativos. Quando testados os animais
dos trés grupos - testes assintomaticos, histérico de LC e controle sistematico -, 90,7% foi
considerado positivo para LC. O teste de ELISA indireto para diagnéstico de LC em caprinos
apresentou sensibilidade de 96,6% e especificidade de 67,2%. O teste de ELISA apresentou
um animal falso-negativo e seis falso-positivos. A associacdo do teste de ELISA indireto,
proposto a exames clinicos, foi capaz de diagnosticar como positivos 96,55% dos animais que
possuiam sinal clinico da doenca, mostrando assim, o potencial da proteina XAlr no
reconhecimento de anticorpos contra C. pseudotuberculosis. Os resultados demonstram a
potencialidade da proteina XAlr, quando utilizada como antigeno em teste ELISA indireto.
Deste modo, este imunoensaio podera ser utilizado para o diagndstico de ovinos e caprinos
com LC, auxiliando no controle da doenca.

Palavras-chave: Linfadenite Caseosa. Corynebacterium pseudotuberculosis. Ovinos.
Caprinos. ELISA.



Abstract

GONCALVES, A. N. D. Avaluation of recombinant antigen of corynebacterium
pseudotuberculosis in sorological test for diagnosis of caseosa lymphenenite in goats and

sheep/tese. 65f. 2017. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2017.

Lymphadenitis Caseosa (LC) is an infectious disease, caused by the bacterium
Corynebacterium pseudotuberculosis and affecting sheep and goats. This disease is
characterized by purulent and caseous lesions in the lymph nodes and, occasionally, the lungs,
spleen, kidneys and liver. The diagnosis of CL is usually based on clinical signs, however, the
gold standard test is microbiological isolation, performed from the purulent material of the
abscesses. A method is necessary which is capable of diagnosing diseased animals, with or
without external abscesses. In this context, considering the efforts to identify and control the
disease, the objective of this study was to evaluate the potential of the recombinant XAl
protein (XAlr) of C. pseudotuberculosis as a candidate to compose an indirect ELISA
serological test for the diagnosis of caseous lymphadenitis in sheep and goats. The xal gene
sequence, which encodes the hydrophilic portion of the XAl protein, was selected with the
aid of the Protean program (DNASTAR®). This sequence and the construction of the plasmid
of gene expression were synthesized by the biotechnology company Genone Biotechnologies.
The xal gene was cloned into expression plasmid in pET-47b (+) prokaryotes. Plasmid
petd7Bxal was introduced into a chemically competent E. Coli Rosetta-Gami cell and the
XAlr gene expression, purified by affinity chromatography, was performed on metal resin
with the nickel agarose column, dialyzed in PBS, quantified by the Lowry method and stored
at -20°C. Posteriorly, an indirect ELISA test was standardized, using this protein as a
systematic antigen (n = 23), asymptomatic (n = 10) and a historic of CL (n = 10). The bank
formaded by goats sera was composed of positive (n = 29), negative sera (n = 19), sera from
animals from a herd with a history of LC (n = 15) and other sera from goats with clinical
signs of disease (n = 29), totaling 92 sera. The cut-off point was made using the ROC curve.
The indirect ELISA was able to discriminate positive and negative animals, with sensitivity of
90.9% and specificity of 72.2%. Five animals were identified as false-positive and three were
considered false-negative. When the animals of the three groups were tested - asymptomatic
tests, historic of CL and systematic control -, 90.7% was considered positive for CL. The
indirect ELISA test for diagnosis of LC in goats presented sensitivity of 96.6% and specificity
of 67.2%. The ELISA test showed one false-negative animal and six false-positive animals.
The association of the indirect ELISA test, proposed to clinical exams, was able to diagnose
as positive 96.55% of the animals that had clinical signs of the disease, thus showing the
potential of XAlr protein in the recognition of antibodies against C. pseudotuberculosis. The
results demonstrate the potential of the XAlr protein, when used as an antigen in the indirect
ELISA test. Thus, this immunoassay can be used for the diagnosis of sheep and goats with
LC, helping to control the disease.

Keywords: Lymphadenitis Caseosa. Corynebacterium pseudotuberculosis. Sheep. Goats.
ELISA.
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1 INTRODUCAO

A caprinocultura e a ovinocultura sdo atividades praticadas em todos os continentes do
mundo, presentes em diferentes ecossistemas com clima e vegetacdo muito diversos,
exercidas tanto em regides com maior abundancia de 4gua e alimentos como em zonas
semiaridas (JESUS JUNIOR et al., 2010).

No Brasil, a criacdo de pequenos ruminantes vem aumentando sua participacdo no
agronegdcio e a tendéncia é de que se mantenha em expansdo. O rebanho ovino do pais esta
estimado em 18.410.551 milhdes de cabecas, distribuidas em todas as suas regides, enquanto
o efetivo caprino soma cerca de 9.614.722 milhdes de animais, sendo que mais de 90% deste
total estdo concentrados na Regido Nordeste do pais, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE (2015).

A producdo de 13, por meio da criacdo de racas lanadas e mistas, foi o principal
objetivo da exploragdo econdmica da ovinocultura, no século XX. Os sistemas produtivos
eram desenvolvidos com o intuito de obter a maximiza¢do da producdo de 1a nos rebanhos,
enquanto a producdo de carne era uma atividade considerada secundaria, apenas para o
consumo dos estabelecimentos rurais (VIANA; SILVEIRA, 2008).

No entanto, a carne ovina deixou de ser um produto apreciado exclusivamente no meio
rural do Sul e do Nordeste brasileiro, conquistando consumidores nos centros urbanos e na
Regido Sudeste. Embora o consumo per capita nao tenha crescido, o simples fato de ele ter
penetrado em mercados mais dindmicos evidencia uma ampla gama de oportunidades que
precisam ser mais bem exploradas, para que a atividade possa atingir todo o seu potencial
(NETO, 2010). Em paises europeus e Estados Unidos da América (EUA), este tipo de fonte
de proteina € visto como um produto diferenciado, sendo apreciado e valorizado pelos
consumidores de maior poder aquisitivo, o que torna esse mercado uma alternativa para a
exportacao pelos paises produtores (VIANA, 2008).

A caprinocultura na Regiao Nordeste € caracterizada pelo sistema extensivo de
manejo, com a utilizacdo da caatinga nativa como suporte forrageiro, também conhecido
como Sistema Tradicional, geralmente, apresentando grandes areas, cujo rebanho é composto
de animais sem raga definida ou por ragas nativas (GOULART; FAVERO, 2011). Apesar do
baixo nivel tecnoldgico, ainda presente em todo processo produtivo, a caprinocultura de corte,
no Brasil, principalmente nesta regido, tem apresentado configuracdes que a colocam numa
posicdo privilegiada no cendrio do agronegécio. Isto estd respaldado no incremento do

consumo interno, em demandas concretas de exportacdo de carne e de pele para diversos
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paises, bem como na percep¢do de oportunidades de negdcio que a atividade oferece
(SOUSA, 2007).

E mesmo com o contingente caprino voltado para a produgdo de carne e pele, nos
ultimos anos, a producdo leiteira cresceu consideravelmente, tornando-se uma atividade de
importancia econdmica e social, com mais de 153.600 toneladas de leite produzidas ao ano
(FAO - FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS
STATISTICS DIVISION, 2014).

Para concretizar as projecdes e tendéncias que envolvem a caprinovinocultura,
sd0 necessarios investimentos em salubridade. Esse papel € exercido pelo Ministério da
Agricultura, por meio do Programa Nacional de Sanidade dos Caprinos € Ovinos (PNSCO),
que visa ao fortalecimento da cadeia produtiva dessas espécies, pela adocdo de acdes de
vigilancia e defesa sanitaria animal (BRASIL, 2016).

Ainda que o cenario da producdo de pequenos ruminantes, no Brasil, esteja em
expansdo, a mesma apresenta indices zootécnicos, muitas vezes, insatisfatorios, em
decorréncia dos desafios de ordem sanitéria.

Uma enfermidade que causa preocupacdo nesta cadeia produtiva é a linfadenite
caseosa (LC). Esta é uma doenca cronica que afeta ovinos e caprinos (AYERS, 1977). O “mal
do caro¢o”, denominacdo também utilizada para tal enfermidade € caracterizada por produzir
lesdes cronicas de aspecto caseoso e purulento, observadas principalmente em linfonodos
superficiais (SANTOS J UNIOR; GOMES et al., 2012), enquanto a forma visceral da doenca é
caracterizada por abscessos em 6rgaos internos, sendo que estas duas formas podem coexistir
(ECKERSALL et al., 2007).

A presenca de nddulos linfiticos externos e internos acarretam prejuizos na producao,
trazendo dificuldades aos animais para a execug¢do de funcgdes simples, como pastejo,
reproducdo e produgdo leiteira, além da condenagdo de carcagas em abatedouros e
depreciacdo da pele, o que leva a grandes perdas econdmicas (MOTTA et al., 2010;
SOLANET et al., 2011). Os critérios para a condena¢do de carcagas de ovinos e caprinos em
frigorificos brasileiros estao estabelecidos no artigo 225, da se¢ao IV, de 29/03/1952, no qual
¢ enfatizado que o parametro para a condenacdo € a extensdo dos abscessos presentes na
carcaca (BRASIL, 1952).

Ha registros de linfadenite caseosa em varios paises, incluindo Africa do Sul, Estados
Unidos, Canada, Austrdlia, Nova Zelandia, Reino Unido e Egito (SEYFFERT et al., 2009;
HASSAN et al., 2012). No Brasil, esta enfermidade é considerada endémica e tem uma

prevaléncia clinica varidvel entre 5% a 50%, sendo mais comum em caprinos € ovinos
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deslanados (SOUZA et al., 2011; ANDRADE et al., 2012). Pinheiro et al. (2000) relataram
algum sinal clinico de LC em caprinos de 66,9% das propriedades avaliadas no Estado do
Cear4, independente da época do ano, periodo seco ou chuvoso. Em Minas Gerais, foram
registradas prevaléncias de 75,8% em ovinos e 78,9% para caprinos (RUIZ et al., 2011).

A identificacdo da LC € realizada por meio do diagndstico clinico, no qual se visualiza
a presenca de abscessos nos linfonodos superficiais do animal (BAIRD; MALONE, 2010).
Além deste, deve ser realizado o isolamento e a identificagdo do agente causador da doenca,
que € considerado teste padrao ouro, a partir de exame bacterioldgico do material caseoso
drenado dos abscessos (NASSAR et al., 2014).

As provas bioquimicas sdo métodos bastante simples, utilizados para a realizacdo de
diagnéstico diferencial, em relacdo aos possiveis agentes, que sao encontrados no material
drenado dos abcessos em linfonodos (EMBRAPA, 2007). Ha também uma variedade de
métodos baseados em DNA, que t€m sido utilizados para determinar e identificar gendtipos
de C. pseudotuberculosis, C. diphteriae e C. ulcerans em isolados, como PCR Multiplex
(PACHECO et al., 2007).

A deteccdo da doenca na fase subclinica e/ou a identificacio de animais com
abscessos internos exigem métodos de diagnostico alternativos. Com isso, vérias pesquisas
com testes soroldgicos vém sendo desenvolvidas para a determinagdo da LC, entre elas:
imunodifusdo (BURRELL, 1980; RAMLAN et al.,, 2010); fixacdo do complemento
(SHIGIDI, 1979); soroneutralizacao e imunodifusao em gel de dgar (RIBEIRO et al., 2011).

Particularmente, o ensaio imunoenzimatico (ELISA — Enzyme-Linked /Immunosorbent
Assays) provou ser um método versatil nos programas de controle e erradicacdo em rebanhos
(DERCKSEN et al., 2000). Estudos envolvendo ELISA indireto, contendo componentes do
extrato bruto bacteriano e proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis foram relatados, por

serem relativamente eficazes em programas de controle da enfermidade (BINNS et al., 2007).

1.1 Corynepacterium pseudotuberculosis:  CARACTERISTICAS GERAIS E
MICROBIOLOGICAS

Linfadenite caseosa € uma zoonose causada pela bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis, que pertence ao género Corynebacterium, filo Actinobacteria, também
conhecido como Actinomicetos. Este filo também compreende os géneros Mycobacterium,
Nocardia e Rhodococcus que, em conjunto, formam um grupo supra género, conhecido por

suas iniciais como CMNR (OLIVEIRA et al., 2016). A C. pseudotuberculosis foi citada, pela
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primeira vez, por Nocard, em 1885; posteriormente, por Preisz (1891), Lehmann e Neumann
(1896), Buchanan (1911) e Bergey (1923), e citada por Benham, Seaman e Woodbine (1962),
mas a nomenclatura atual foi adotada em 1948, na 6.2 edicao do Bergey’s Manual (COSTA et
al., 2002).

Este microrganismo caracteriza-se por sua forma de cocobacilo, Gram-positivo,
pleomoérfico, imovel, desprovido de esporo, medindo entre 0,5-0,8 um por 1,0-3,0 um. Pode
ser encontrado isolado ou em grupamentos irregulares, apresentando grande quantidade de
lipideos na sua parede celular, particularmente, o dcido corinomicélico. E microaeréfilos (5%
de gis carbdnico), mas tolera condi¢des de aerofilia em meios de cultura (CHIRINO-
ZARRAG et al., 2005; MOTTA et al., 2010). A Anaerdbia facultativa cresce melhor a 37 °C,
a um pH entre 7,0-7,2. Inicialmente, seu crescimento € esparso sobre a superficie do meio de
cultura agar sangue e, em seguida, torna-se organizado em grupos ou em palicadas
(DORELLA et al,. 2006; HASSAN et al., 2012).

As coldnias desta bactéria sdo pequenas, brancas e secas, podem ser rodeadas por uma
zona de hemdlise, apds até 48 horas de incubacdo (MARKEY et al., 2013), essas também
podendo desenvolver-se em meios enriquecidos com soro animal (SANTOS JUNIOR;
GOMES, 2012). Em meio liquido, observa-se o turvamento deste, com a presenca de uma
membrana, provavelmente em fun¢do da grande quantidade de lipidios da célula bacteriana,
que € uma caracteristica peculiar desse agente (ABREU et al., 2008). Com agitacdo, desfaz-se
a pelicula e ha a formacao de flocos (EMBRAPA, 2007).

Dentro da espécie C. pseudotuberculosis, sao reconhecidos dois biovares, que sdo
diferenciados pela capacidade ou ndo em reduzir nitrato a nitrito. O biovar equi é tido como
nitrato-positivo, enquanto o biovar ovis, nitrato-negativo (BELCHIOR et al., 2007; ABREU
et al., 2008).

O biovar Ovis afeta, sobretudo, ovinos e caprinos, causando abscessos superficiais e
viscerais, ao passo que o biovar Equi afeta preferencialmente cavalos, causando linfangite
ulcerativa das extremidades distais, abscessos na porcdo ventral do térax e abdome e
furunculose (GUIMARAES et al., 2011). A diferenca entre os biovares sdo estruturais, tais
como o nimero de Sequéncia de Codificacdo (CDS), genes ou proteinas, que sdo muito
semelhantes entre cepas de ambos. A patogenicidade destes biovares pode ser explicada pela
presenca de genes que sdo espécie-especificos, uma vez que cada agente patogénico parece
infectar, preferencialmente, um hospedeiro em particular, causando a distingdo dos sinais

clinicos da doenca (DORELLA et al., 2013).
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12 FATORES DE VIRULENCIA

1.2.1 EXOTOXINA FOSFOLIPASE D — PLD E LIPIDEOS DA APREDE CELULAR

Quanto aos fatores de viruléncia de C. pseudotuberculosis, apenas a exotoxina
fosfolipase D (PLD) e os lipideos da parede celular sdo os mais bem caracterizados. A PLD ¢é
uma exotoxina potente, com massa molecular de 31,4 kDa, produzida por esta bactéria e em
sido considerada seu principal fator de viruléncia (DORELLA et al., 2006). Esta possui a
capacidade de reduzir a viabilidade de neutréfilos, além do fato de estudos com diferentes
amostras de C. pseudotuberculosis demostrarem, de forma convincente, a necessidade dessa
exotoxina para estabelecimento da LC (MCKEAN et al., 2007). Esta afirmagao é apoiada por
evidéncias experimentais, em que o gene pld foi excluido do cromossomo ou inativado por
mutacdo, tornando a bactéria incapaz de causar abscessos nos linfonodos dos animais
analisados, principal caracteristica da linfadenite caseosa (BAIRD et al., 2007).

A PLD atua como esfingomielina, é dermonecrética, hemolitica, causa supuragdo e
tem acao nas células endoteliais, causando aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos e
linfaticos, desta maneira, facilitando a invasdo bacteriana (ANDRADE et al., 2012). Esta
exotoxina desempenha um papel fundamental na infeccdo, permitindo que o organismo
escape do processo de autdlise no interior dos macréfagos (JEBER et al., 2016). O seu papel
nas infec¢des de ovinos e caprinos a tornou o principal componente das vacinas patenteadas e
disponiveis, ao redor do mundo, além do fato da detec¢do de anticorpos contra a PLD ser a
base especifica para muitos testes sorologicos para LC (BAIRD; MALONE, 2010).

Outro fator relacionado a viruléncia € a parede celular tipica das corinebactérias, com
elevada concentracdo de lipideos, o que a torna hidrofébica e pode contribuir para a sua
sobrevivéncia dentro dos fagdcitos, assim como para sua leucotoxicidade, ou seja, esses
lipideos dificultam a fagocitose da bactéria, promovendo toxicidade as células do hospedeiro
(ABREU et al., 2008). A caracteristica de sobrevivéncia de C. pseudotuberculosis, por longos
periodos no ambiente, mesmo que condicionada a exposi¢ao de luz solar ou dessecagdo,
também ¢é associada aos lipideos da parede celular (QUINN et al., 2005). Esses lipidios sao
semelhantes ao 4cido micdlico de Mycobacterium tuberculosis, apesar de ndo apresentar

alcool-acido resisténcia (COSTA, 2002; HASSAN et al., 2012).
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1.2.2 ABSORCAO DE FERRO

O Ferro (Fe) € um regulador global, chave do metabolismo celular, o que torna sua
aquisicdo um ponto focal da biologia dos microrganismos patogénicos. Uma vez no
hospedeiro, o sucesso ou fracasso na captacdo de Fe processard impactos que terdo resultados
em sua na patogénese (LEON-SICAIROS et al., 2015).

O ferro é abundante na natureza, mas a quantidade de ferro biologicamente disponivel
¢ limitada, uma vez que o Fe (III) é insolivel em solu¢do aquosa. Além disso, muitos
microrganismos ndo sdo capazes de absorvé-lo, fazendo-se necessdrio um quelante
transportador de ferro, chamados sider6foros, utilizados para superar a limitagdo de Fe no
ambiente hospedeiro (FUKUSHIMA et al.,, 2014). Os sider6foros sdo de baixo peso
molecular, tém afinidade de ligacdo excepcionalmente elevada ao Fe, o que permite que
alguns sider6foros roubem ferro das proteinas hospedeiras (PALMER; SKAAR, 2016).

Por outro lado, alguns organismos sdo capazes de sequestrar Fe para limitar sua
aquisicdo por patégenos bacterianos, no entanto, esses agentes patogénicos desenvolveram
taticas para ultrapassar a limitacdo de ferro e elaborar receptores de ferro de elevada
afinidade, além de quelantes. Isto acarretou em uma corrida evolutiva na interface hospedeiro-
patégeno, envolvendo proteinas de ligacdo ao ferro hospedeiro e os mecanismos que as

bactérias utilizam para roubar ferro (CHOBY; SKAAR, 2016).

Por meio da anélise da sequéncia de nucleotideos de C. pseudotuberculosis, na por¢ao
final do gene pld, foi identificada a presenca de trés fases de leituras abertas (ORFs),
transcritas de forma convergente a este gene. Estas ORFs foram denominadas XA (gene de
aquisicdo de ferro) 1, 2, 3 e 4. As proteinas sintetizadas assemelham-se, em conjunto, a um
sistema de transporte da membrana citoplasmatica para captagdo de ferro-sider6foros,
pertencentes a superfamilia dos transportadores 123. O operon xal representa um importante
fator de viruléncia, além de sua responsabilidade na aquisi¢do extracelular de ferro pela C.

pseudotuberculosis, o que auxilia em sua sobrevivéncia em ambientes hostis, como o

intracelular (DORELLA et al., 2006; SA et al., 2013).

Os genes xal e xa2 codificam as proteinas XAl e XA2, respectivamente, que sao
proteinas hidrofébicas. O gene xa3 codifica a proteina XA3 que apresenta um dominio
transportador ABC, que inclui sequéncias associadas a ligacdo de ATP; por fim, o gene xa4

codifica XA4, que € similar a proteina de ligacao ao sider6foros-ferro, apresentando dominios
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conservados da familia e sequéncias de aminoidcidos do complexo de ligacdo ao ferro

(BILLINGTON et al., 2002).

1.3 PATOGENENIA E TRANSMISSAO

Linfadenite Caseosa ¢ uma doenga cronica, que afeta ovinos e caprinos (SA et al.,
2013a), e tem sido relatada em outros animais, como cavalos, lhamas, alpacas, bufalos,
veados e camelos (ZAVOSHTI et al., 2012) e, ocasionalmente em bovinos e¢ humanos
(CAMARGO et al., 2010).

A dissemina¢do da infec¢do pode ser por via linfitica ou pela via sanguinea,
independente de sua causa inicial. Ap6s a invasdo do microrganismo no hospedeiro, esse
migra para a circulacdo linfatica e vai até um linfonodo, onde a lesdo pode se desenvolver. A
partir dai, passa a ocorrer a formacdo de pequenos abscessos na area cortical do linfonodo
acometido e que, ao juntar-se, dardo origem a um unico abscesso central (MEYER et al.,
2005).

Ao sobreviver no interior do macrdéfago, devido aos componentes de sua parede
celular serem capazes de inibir a fusdo dos vactolos fagociticos com os lisossomos, C.
pseudotuberculosis infecta outros macrdfagos e causa a morte destas células do sistema
imunolégico. A ativagdo persistente de células T, na tentativa de conter e eliminar o
microrganismo, leva a formacdo de granulomas, os quais tentam bloquear as bactérias e,
frequentemente, estdo associados a necrose central, chamada de necrose caseosa, causada por
produtos dos macréfagos. Os bacilos podem sobreviver por muitos anos € sdo contidos sem
quaisquer consequéncias patoldgicas, mas podem ser reativados a qualquer momento,
principalmente se a resposta imune ndo for capaz de controlar a doenca (ABBAS et al., 2011).

As transmissdes podem ocorrer por contato direto com secre¢des, ou com materiais
contaminados pelo conteido purulento de abcessos, ou devido a lesdes pulmonares sem
diagnéstico prévio, responsaveis por descargas nasais que promovem a liberagdo de bactérias
por aerossdis (WILLIAMSON, 2001).

As formas de contaminacdo variam entre as espécies, fato este que reflete as
diferencas anatdmicas na localizacdo dos abscessos (MOTTA et al., 2010). Nos ovinos, a
contaminacdo da pele, apds as tosquias e banhos de imersdo, representam os principais fatores
de risco na transmissdo do patégeno, resultando em abscessos em varias regides do corpo

(COSTA, 2002; SOLANET et al.,, 2011). Em caprinos, a alimentacio com forragens
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grosseiras e pontiagudas, além de abrasdes em animais alimentados em canzis, explicam o
predominio dos abcessos na regido da cabecga e pescoco (EMBRAPA, 1997; RIBEIRO et al.,
2001).

Linfadenite caseosa também pode ser introduzida na propriedade durante compras,
trocas ou empréstimos, por meio da aquisicao de animais assintomaticos que pertenciam a um

rebanho infectado (SCHREUDER et al., 1994).

14  SINAIS CLINICOS

Linfadenite caseosa € conhecida, popularmente, como “mal do caro¢o”, “sindrome da
ovelha magra” ou mesmo “furtinculo ovino”, devido a manifestacdo clinica da doenca
(RIBEIRO et al., 2001). Esta enfermidade é caracterizada por abcessos com coloracdo que
varia do branco ao amarelado e/ou esverdeado, inodoro e com consisténcia inicial pastosa,
que finalmente se torna dura e seca, com uma aparéncia laminada (semelhante a uma cebola
cortada transversalmente) (SOUZA et al.,, 2011). A doenca pode apresentar-se de duas
formas: superficial e visceral, no entanto, a coexisténcia dentro de um tunico hospedeiro é
possivel (FONTAINE; BAIRD, 2008).

A forma externa da LC € caracterizada por abscessos em tecidos subcutianeos e nos
linfonodos superficiais retro faringicos laterais, cervicais superficiais, subiliacos, mamarios,
mas principalmente submandibular, parotideo e pré-escapular (Figura 1). Esses linfonodos
apresentam aumento de tamanho, auséncia de calor local, doloridos e firmes a palpagao,
tornando-se flutuantes, a medida que a doencga evolui. Na forma visceral da doenga, as lesdes
estdo presentes, profundamente, dentro dos tecidos do animal. Ela comumente afeta ganglios
linfaticos internos (mediastinicos e toracicos) e 6rgaos como pulmdes, figado, rins e, em
menor escala, o baco, medula e sistema reprodutivo (BINNS et al., 2007; PACHECO et al.,
2009; GUIMARAES et al., 2011; ZAVOSHTI et al., 2012).

A presenca de abcessos internos pode ocasionar a perda de peso cronica, que é mais
comum em ovinos, por isso a denomina¢do “sindrome da ovelha magra”. Essas lesoes
viscerais podem levar a infertilidade, baixo desenvolvimento dos animais, diminui¢do no
nimero de crias e produgdo leiteira; nos ovinos, podem ainda afetar na producdo de 1a
(KUMAR et al;. 2013). Os animais também podem apresentar intolerancia ao exercicio,

taquipnéia, dispnéia e tosse cronica (RADOSTITS et al., 2002).
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Figura 1. A. Caprino com abscesso causado por linfadenite caseosa, no linfonodo pareotideo.
Abscesso com queda de pelos na 4rea central, em ponto para a realizacdo da drenagem. B.
Contetdo caseoso de coloragdo branco amarelado sendo drenado do linfonodo mandibular de
um caprino.

Fonte: Arquivo pessoal.

1.5 RESPOSTAS IMUNOLOGICAS

O sistema imunoldgico consiste em imunidade inata e adquirida, as quais protegem o
corpo de uma variedade de microrganismos infecciosos. A imunidade inata € uma resposta
inespecifica e serve como a primeira linha de defesa do hospedeiro, para limitar a infec¢do em
uma pequena drea local. A imunidade adquirida € uma resposta especifica e mais poderosa a
um patogeno particular, e € classificada em dois tipos: a resposta do tipo Thl e Th2, com base
nos diferentes padrdes de secrecdo de citocinas. Evidéncias sugerem que o equilibrio Th1/Th2
¢ de suma importancia no combate da infeccio (WATANEBE et al., 2004).

Por ser um patégeno intracelular facultativo, a imunidade contra C.
pseudotuberculosis € complexa e envolve, principalmente, a resposta imune celular. As
células cronicamente infectadas parecem ter sua funcdo diminuida, favorecendo a
permanéncia do patdgeno no hospedeiro (SANCHES et al., 2012).

Ao invadir o organismo, a bactéria chega aos linfonodos regionais, onde produz a
lesdo caseosa caracteristica. A hipotese mais aceita € que a infec¢do ocorra na pele lesionada
ou integra e, a partir dai, chegue aos linfonodos ou a outros 6rgaos (BURREL, 1981; BATEY,

1986). A patogenia e a imunologia da LC estdo interrelacionadas. Apds penetracdo de C.
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7z

pseudotuberculosis no hospedeiro, esta é capturada no local por células fagociticas, os
neutr6filos e macréfagos (JOLLY et al., 1966; LAN et al., 1999).

Ap6s a fagocitose, o fagossomo funde-se ao lisossomo, contudo, a bactéria continua a
multiplicar-se dentro dos fagolisossomos, levando a degeneracdo e morte celular dos
macrofagos (BASTOS et al., 2012). A incapacidade por parte dos macréfagos em eliminar a
bactéria pode ser devido, além da presenca da camada lipidica da bactéria, a incapacidade
destes de produzir 6xido nitrico (NO). O NO produzido durante a infec¢do bacteriana possui
propriedades antimicrobianas, capazes de eliminar agentes patogénicos, causando-lhes danos
ao DNA, RNA e proteinas (VOSKUIL et al., 2011; SILVA et al., 2014).

O sucesso na proliferacdo deste microrganismo ¢é referente a sua capacidade de
sobreviver no habitat hostil de um macréfago, mesmo em face de uma resposta imune
especifica das células. Como resultado, um pequeno nimero de bactérias vidveis pode
persistir no local da infec¢do. O granuloma parece suportar o crescimento bacteriano limitado
e impede a disseminac¢do da infec¢do. No entanto, o granuloma também protege a bactéria, a
partir da resposta imune, e € provavelmente responsavel pela natureza persistente ou latente
da infeccdo. A formacdo desses piogranulomas é dependente da imunidade adaptativa, que €
um processo complexo no caso de infeccdo por C. pseudotuberculosis, que envolve tanto
resposta humoral quanto mediada por células (SILVA et al., 2001; BEHAR et al., 2010;
BASTOS et al., 2012).

Estdo envolvidas na resposta do hospedeiro a infec¢do citocinas inflamatoérias, Fator
Necrose Tumoral-a (TNF-a) e Interleucina (IL) 1-B e IL-6, que sdo expressas no local da
infeccdo e cujas células T estdo associadas as citocinas IL-2, IL-4 e interferon-y (IFN-y),
expressas em nodulos linfaticos (ECKERSALL et al., 2007). Estas citocinas s@o liberadas por
varias células com fun¢@o imunoldgica, tais como: queratindcitos, células de Kupffer, mucosa
epitelial e a glandula pituitaria, mas, particularmente, por macr6éfagos, em resposta a
estimulos internos ou externos (JEBER et al., 2016).

O INF-y estimula a producdo de NO pelos macrofagos, que sdo induzidos a
expressarem moléculas apresentadoras de antigenos, o complexo principal de
Histocompatibilidade (MHC) das classes I e II, que sdo essenciais na ativacdo de células na
fase da resposta imune adaptativa (MAYER et al., 2005). A citocina IL-10 € capaz de
controlar a sintese de IFN-y durante a infec¢do, evitando assim, a sobre-reatividade de Thl.
Por outro lado, a IL-12 também pode desencadear mecanismos relacionados a proliferacao

celular e a producdo de IFN-y. Alguns estudos tém mostrado que o IFN-y, IL-10 e IL-12 s@o
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necessarios para controlar infec¢des persistentes, causadas por parasitas intracelulares (VALE
et al., 2016).

Linfécitos T CD8+ estdo envolvidos na resposta imune adaptativa, vinculada a
atividade citotoxica, sendo um mecanismo de protecdo que promove a lise dos macréfagos
infectados por C. pseudotuberculosis. A resposta humoral de animais infectados por esta
bactéria, normalmente, € intensa e sua importancia deve-se, sobretudo, por impedir a
disseminagdo do local de infeccdo para outros 6rgaos (MEYER et al., 2005). Yozwiak e
Songer (1993) observaram que a presenca de anticorpos anti-fosfolipase D, antes da infecg¢ao,
exerce um efeito protetor, dificultando a dissemina¢do da bactéria para os linfonodos.
Segundo Vale et al. (2003), o desenvolvimento da resposta imune humoral € importante para

a defesa imune contra esta bactéria (VALE et al., 2003).

1.6 CONTROLE E PROFILAXIA

O tratamento quimioterapéutico para LC € ineficaz, uma vez que as bactérias ficam
abrigadas dentro de granulomas e acabam protegidas das drogas antibidticas (COSTA et al.,
2011). Os antimicrobianos de escolha para o tratamento dos animais com esta doenca sao:
oxitetraciclina, florfenicol, eritromicina, sulfonamidas-trimetoprin, penicilina, rifampicina,
lincomicina, azitromicina, ceftiofur, gentamicina e sulfazotrin, havendo resisténcia a
polimixina (MOTTA et al., 2010; CAMARGO et al., 2010).

O principal aspecto relacionado ao controle da LC estd no isolamento imediato dos
animais afetados e na remog¢ao do material purulento, antes do rompimento do abscesso e
consequente contaminacdo do ambiente. E importante que haja cuidados durante a drenagem
cirtirgica dos abcessos e adequada eliminacdo do conteddo purulento. Os animais tratados s6
devem retornar ao rebanho apés cicatrizagdo completa da les@o. No caso de animais com
abscessos reincidentes, sugere-se que estes sejam eliminados do rebanho (WILLIAMSON,
2000; EMBRAPA, 2007),

Em relacdo ao manejo dentro da propriedade, algumas medidas devem ser adotadas
para o controle eficaz da doenca, como praticas de tosquia dos animais com abcessos
aparentes, priorizando animais mais jovens, limpeza e desinfeccio de baias, bebedouros e
comedouros, e a desinfeccdo dos instrumentos utilizados no manejo dos animais, como
tatuadores, material cirdrgico, agulhas e brincos de orelha, quando reutilizados (EMBRAPA,

2007).
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-

E importante ressaltar que C. pseudotuberculosis pode sobreviver no solo
contaminado com pus por até oito meses, em galpdes de tosquia por, aproximadamente,
quatro meses e na palha, feno e outros fomités por até dois meses; baixas temperaturas e
ambientes imidos prolongam o tempo de sobrevivéncia desta bactéria (LUCAS et al., 2009).

Como ferramenta na prevencao da LC, o animal pode ter sua imunidade induzida por
varios tipos de vacinas, sejam essas baseadas em bactérias vivas e/ou atenuadas,
microrganismos inativados (vacinas de primeira geragdo), extratos de microrganismos e/ou
proteinas ou subunidades recombinantes (vacinas de segunda geragao), além da disposicao de
formas baseadas em DNA (vacinas de terceira geracdo) ou aquelas que utilizam
microrganismos recombinantes vivos (SANTOS et al., 2016).

A utilizacdo de vacinas de qualidade garante imunizacdo eficiente e a protecdo dos
animais. Atualmente, existem algumas vacinas comercias disponiveis no mercado, como as
vacinas 1002 e Linfovac, que sdo compostas por suspensdo do C. pseudotuberculosis viva
atenuada (LABOVET, 2016; VENCOFARMA, 2016) e Glanvac 6, uma vacina que protege
contra a LC e as principais clostridioses que acometem pequenos ruminantes, com O
diferencial, em relacdo as anteriores, de poder ser ministrada em fémeas prenhes
(GLANVAC, 2016).

Essas vacinas conferem niveis varidveis de prote¢do, mas seus perfis de seguranca
permanecem questionaveis, principalmente por conta de seus efeitos colaterais, que sdo mais
intensos em caprinos do que em ovinos. Estes efeitos colaterais incluem a formagao de lesdes
ou abscessos no local da injecdo, febre, mal-estar e producao de leite reduzido (ALVES;
OLANDER, 1998; RIBEIRO et al., 2014).

Apesar da existéncia de medicamentos e vacinas, a identificagdo/remog¢do de animais
infectados € o fator-chave para o sucesso das medidas de controle da linfadenite caseosa

doenca (SANTANA-JORGE et al., 2016).

1.7 METODOS DE DIAGNOSTICO

O diagnéstico clinico da LC € realizado por meio da identificacio e palpacdo de
linfonodos superficiais, em ovinos e caprinos com a presenga de abscessos sugestivos
(BAIRD; MALONE, 2010). Além deste, devem ser realizados o isolamento e a identificacdo
do agente causador da doenca, que é considerado teste padrdo ouro, a partir de exame
bacteriol6gico do material caseoso drenado dos abscessos (NASSAR et al., 2014). Com o

diagnoéstico bacterioldgico, é possivel distinguir C. pseudotuberculosis de outros
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microrganismos que causam lesdes semelhantes, como Arcanobacterium pyogenes e
Pasteurella multocida (DORELLA et al., 2006). Apesar de o isolamento ser o teste padrio
ouro, esta técnica demanda tempo ou pode ser invidvel, devido ao fato de muitos animais
possuirem apenas abscessos internos ou abscessos externos, mas que ndo romperam, contendo
poucas bactérias vidveis (BAIRD; FONTAINE, 2007).

No entanto, de acordo com Zavoshti et al. (2012), quando comparados os diagndsticos
por culturas e a histopatologia em casos suspeitos de linfadenite caseosa, em todos eles, o
exame microscopico deu um diagnéstico mais preciso quando comparado com o exame
macroscopico. A caracterizacdo por biotipagem, suscetibilidade antimicrobiana, producio de
Fosfolipase D e a genotipagem por eletroforese em gel de campo pulsado também sdo
possibilidades de detecc¢do da presenca de C. pseudotuberculosis (CONNOR et al., 2010).

As provas bioquimicas sao métodos bastante simples, utilizados para a realizagao de
diagnostico diferencial, em relacdo aos possiveis agentes encontrados no material drenado, a
partir dos linfonodos de animais acometidos (EMBRAPA, 2007). A produgdo de catalase,
urease e indol, motilidade em agar semissdlido, hidrolise da esculina, acidificacdo de
carboidratos, oxidacdo-fermentacdo em meio de Hugh e Leifson, reducido de nitrato, cultivo
em TSI (Triplice Acucar Ferro) e 4gar citrato de Simmons; testes de Camp, VM/VP
(Vermelho Metila/Voges-Proskauer) e oxidase sdo alguns dos testes bioquimicos utilizados
(ANDRADE et al., 2012), além de coloracio de Gram e sensibilidade a antibidticos
(BELCHIOR et al., (2007).

Testes alérgicos cutaneos foram desenvolvidos para o diagnéstico da linfadenite
caseosa. Esses testes consistem na inoculacido de um alérgeno, designado linfadenina, por via
intradérmica e mensuragdo da espessura da dobra da pele, antes e apds a inoculacdo. Alves e
Olander (1999) avaliaram um teste de pele em caprinos vacinados e desafiados com C.
pseudotuberculosis, a partir de um antigeno bruto da bactéria inativada por formalina. Esse
resultado indicou que um antigeno especifico pode ser usado em caprinos, no diagnostico da
LC como teste de pele. Os testes de hipersensibilidade, como também sao chamados, foram
um dos primeiros a serem elaborados na forma de testes intradérmicos com intimeras
variacdes no preparo do antigeno, que culminam em reacdes que lembram a tuberculina
(EMBRAPA, 2014).

A Citologia Aspirativa com Agulha Fina (CAAF) € uma alternativa ao diagndstico
citolégico e microbioldgico de C. pseudotuberculosis. Este demonstra ser de facil execugao,
baixo custo e reduzida agressao tecidual quando comparado a outras técnicas convencionais,

como a histopatologia (RIBEIRO et al., 2001). Tal técnica da-se através da constatacdo da
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presenca do microrganismo nos linfonodos com ou sem lesdes, sua associacdo ao cultivo
microbiolégico do material aspirado dos ganglios linfaticos, possibilitando o aumento da
eficiéncia do diagndstico citoldgico (RIBEIRO et al., 2009).

A demanda por testes capazes de identificar C. pseudotuberculosis, em um
determinado hospedeiro na fase subclinica da infeccdo, incentivou diversas pesquisas,
incluindo métodos moleculares de diagndstico, como a Reag¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR). A deteccio e amplificacio dos genes [16S rRNA e p-subunidade RNA
Polimerase(rpoB) tém sido empregadas para facilitar o diagnéstico diferencial de C.
pseudotuberculosis de outras bactérias que possam estar presentes em amostras de pus
(ALGAMMAL, 2016).

O género Corynebacterium compreende mais de 60 espécies, isoladas a partir de seres
humanos ou animais domésticos. A introdu¢do de métodos moleculares, incluindo a anéalise
de sequéncia do gene /6S rRNA, abriu o caminho para a identificacio mais confidvel de
espécies de Corynebacterium. Khamis et al. (2005) comparam os gene /6S rRNA e uma
parcial do rpoB, por meio do sequenciamento genético para identificacdo de isolados de
Corynebacterium. Este estudo confirmou que o sequenciamento parcial do gene rpoB ¢
simples e eficiente para a identificacdo de corinebactérias e que este pequeno fragmento
sequenciado é mais conveniente do que o sequenciamento do gene /6S rRNA. No entanto, em
alguns casos ambiguos, deve ser usado em conjunto com outros testes para a identificacdo
definitiva.

Uma grande variedade de métodos baseados em DNA tem sido utilizada para
determinar e identificar gendtipos de C. pseudotuberculosis, C. Diphteriae e C. Ulcerans em
isolados, como PCR Multiplex (PACHECO et al, 2007; TORRES et al, 2013;
HERNANDEZ- LEON et al., 2016) e a PCR utilizando oligonucleotideos iniciadores para
Sequéncias Repetitivas Intergénicas de Enterobactérias (ERIC-PCR), em amostras de campo
oriundas tanto de ovinos como de caprinos, com alta resolu¢do e repetibilidade (DORNELES
et al., 2012; DORNELES et al., 2014). Outro método utilizado € a caracterizacdo molecular,
por meio da PCR associada com o Polimorfismo no Comprimento do Fragmento de Restri¢ao
(PCR-RFLP) (ABREU et al., 2008; PAVAN, et al. 2012).

Exames soroldgicos sdo importantes para a detec¢do de abcessos inaparentes, uma vez
que animais assintoméaticos podem ser fontes de infeccdo. Varios imunoensaios t€ém sido
utilizados na identificacdo de anticorpos contra C. pseudotuberculosis, entre eles, o Ensaio de
Imunoadsor¢cao Enzimatica (ELISA). Dercksen et al. (2000) avaliaram um teste de ELISA

para o diagnostico de LC, em ovinos saudaveis que pertenciam a rebanhos livres da doenca e
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em ovinos cujo diagnoéstico foi confirmado por isolamento do agente. O teste de ELISA
proposto apresentou uma especificidade de 99 = 1% e uma sensibilidade de 79 *+ 5%.

Malone et al. (2006) também avaliaram o desempenho de um ELISA sanduiche para
identificacdo de ovinos positivos, quando avaliados rebanhos naturalmente infectados. A
sensibilidade do teste ELISA para detec¢cdo de ovinos positivos para cultura foi de 88%,
enquanto sua especificidade foi de 55%. O teste foi capaz de detectar 87,5% dos ovinos que
tinham lesdes caracteristicas de LC, mas que estavam restritas apenas a 6rgaos internos, o que
indica um papel valioso do teste sorolégico na detec¢do de animais com CLA clinico e
subclinico.

Um teste de ELISA indireto foi desenvolvido e padronizado por Carminat et al.
(2003), para o diagnostico de linfadenite caseosa em caprinos. Neste estudo, o secretado de
cultura de C. pseudotuberculosis foi utilizado como antigeno, além de amostras de soros de
caprinos que apresentavam lesdes caracteristicas de linfadenite caseosa, das quais o agente foi
isolado e amostras de soros de caprinos nao infectados. A sensibilidade e a especificidade do
teste foram de 93,5% e 100%, respectivamente.

Durante a padronizacao de um teste de ELISA indireto para diagndstico de caprinos
naturalmente infectados e nao infectados, Zerbinati et al. (2007) produziram dois antigenos,
denominados BMD e BHI, e confrontaram seus resultados como antigenos potenciais. O
estudo da sensibilidade e especificidade verificadas foi de 99,8% e 98,0% para o ELISA
indireto BMD e valor de 98,0% para ambas as variantes, quando avaliado o teste utilizando o
antigeno BHI. Baseado nesses dados, o antigeno BMD demostrou maior capacidade de
discriminacao entre os animais com e sem a doenca.

Solanet et al. (2011) avaliaram um teste de ELISA indireto, por meio da detec¢cdo da
resposta imune humoral de ovinos vacinados e/ou desafiados com uma amostra de C.
pseudotuberculosis. Este teste obteve sensibilidade de 98% e especificidade de 100%,
permitindo diferenciar animais positivos de negativos e possibilitando verificar a presenca de
anticorpos pelo periodo de seis meses, além de ser considerada uma ferramenta util para
diagnéstico de LC, em animais positivos em exames clinicos.

Em levantamento seroepidemiolégico para determinagdo da prevaléncia de LC em
rebanhos caprinos, em Minas Gerais/Brasil, Seyffert et al. (2011) utilizaram um teste de
ELISA indireto e proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis como antigenos. Por meio
deste teste, foi possivel verificar que 78,9% dos animais analisados apresentaram resultado

positivo para doenca e 98% dos rebanhos apresentaram, pelo menos, um animal soropositivo.
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Comercialmente, estdo disponiveis “kits” de ELISA, como o ELITEST CLA, um
produto comercial da Hyphen BioMed, na Franca, que detecta anticorpos IgG especificos para
o agente causal da LC, em soros ovinos e caprinos. Este teste foi utilizado por Hariharan et al.
(2015), em Granada, em estudo de prevaléncia da LC em pequenos ruminantes. Habasha e Al-
Badrawi (2016) também fizeram uso deste kit para detectar anticorpos anti-PLD IgG, mas em
soros de ovinos em Bagda e arredores. Foi verificada maior ocorréncia da doenca em fémeas
e, quanto a faixa etaria com maior nimero de animais diagnosticados com LC, independente
do sexo, foi de 3-4 anos.

Reboucas et al. (2013) padronizaram um teste de ELISA, utilizando como antigeno o
secretado de C. pseudotuberculosis. A sensibilidade do teste foi de 89%, enquanto a
especificidade, 99%, utilizando o isolamento microbiolégico como padrio-ouro. Este teste foi
comparado a PCR multiplex e a producdo de IFN-y, sendo que quatro animais foram
negativos para a identificagdo de DNA bacteriano, mas mostraram resultados positivos nos
testes de ELISA e IFN-y. Outros dois ovinos apresentaram resultados discrepantes no ELISA,
quando comparados as demais metodologias, sendo que um foi positivo no ELISA, mas
negativo nos outros ensaios, e um negativo no ELISA, porém positivo na quantificacdo de
IFN-y e PCR.

Devido as dificuldades em diagnosticar e detectar LC em infec¢des subclinicas,
Ribeiro et al. (2013) descreveram o desempenho de um teste de ELISA indireto para
diagnoéstico em ovinos assintométicas, da Regido Noroeste do Estado de Sao Paulo. O teste
apresentou sensibilidade de 88% e baixa especificidade de 31%. Além deste teste, foram
realizadas a cultura bacteriana e a identificacdo bioquimica para as amostras de animais
assintomaticos, mas que foram positivos no ELISA indireto para confirmacao do diagnéstico
da LC, sendo 257 identificadas como falsos-positivos.

Segundo alguns autores, além do teste soroldgico, ainda, € necessaria a associa¢do de
teste confirmatorio, altamente sensivel e especifico (DERCKSEN et al., 2000;

WILLIAMSON, 2001).
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial da proteina recombinante XAl, recombinante de C.
pseudotuberculosis, como possivel candidata a compor um teste sorologico do tipo ELISA

indireto para diagndstico de linfadenite caseosa em ovinos e caprinos.

1.8.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

*  Produzir em Escherichia coli e purificar a proteina recombinante XAl de C.
pseudotuberculosis ;

e Padronizar um protocolo de ELISA indireto para detec¢do de anticorpos contra C.
pseudotuberculosis em soros de ovinos e caprinos, utilizando como antigeno a
proteina XAl;

e Contribuir com o controle da linfadenite caseosa em pequenos ruminantes, por meio

de um teste de diagndstico soroldgico rapido, sensivel e disponivel.
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A doenca infectocontagiosa linfadenite caseosa afeta, principalmente, caprinos e
ovinos e € caracterizada por abscessos nos linfonodos e em 6rgdos internos. Seu agente
etiologico € a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis. Entre os fatores de viruléncia
desta bactéria estd o operon xa, onde se localiza o gene xal, responsivel pela aquisicao
extracelular de ferro e por sintetizar a proteina XA1. Objetivou-se, neste estudo, verificar o
potencial da proteina XAlr como antigeno para compor um teste sorolégico do tipo ELISA
indireto, para diagnostico de linfadenite caseosa em ovinos. O ponto de corte foi estabelecido
pela curva ROC em 0,299. O teste de ELISA foi capaz de discriminar animais positivos e

negativos, com sensibilidade de 90,9% e especificidade de 72,2%. O teste identificou cinco
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animais como falso-positivos e trés foram considerados falso-negativos. Quando testados os
animais dos trés grupos - testes assintomaticos, histérico de LC e controle sistematico -,
90,7% foi considerado positivo para LC. Estes resultados demonstram a potencialidade da
proteina XAlr, quando utilizada como antigeno em teste ELISA indireto. Deste modo, este
imunoensaio pode ser utilizado para o diagndstico de ovinos com LC, auxiliando no controle

da doenca.

Termos de indexagdo: Ovinos, Sorologia, Elisa, Diagnostico Subclinico, Linfadenite Caseosa.

INTRODUCAO

A linfadenite caseosa (LC) € uma doenca cronica que afeta, sobretudo, ovinos e
caprinos (AYERS, 1977; SA et al., 2013a), ja relatada também em cavalos, lhamas, alpacas,
bufalos, veados, camelos (Zavoshti et al., 2012) e, ocasionalmente, em bovinos ¢ humanos
(CAMARGQO et al. 2010). Seu agente etioldgico € o Corynebacterium pseudotuberculosis, um
bacilo gram-positivo, pleomorfico, aerdbio, imoével e ndo esporulado (Euzéby; Guérin-
Faublée, 2000; Oliveira et al., 2016).

Em sua forma superficial, esta enfermidade € caracterizada por produzir lesdes
cronicas de aspecto caseoso € purulento, observadas principalmente em linfonodos
superficiais (Santos Junior et al., 2012), como o submandibular, parotideo e pré-escapular.
Quanto a forma visceral, os abscessos sdo encontrados em 6rgdos internos, como pulmoes,
figado e rins, sendo que estas duas formas podem coexistir (Eckersall et al., 2007; Guimaraes
et al., 2011). A presenca de nddulos linfaticos externos e internos acarreta prejuizos
econOmicos, devido a dificuldade dos animais em executar funcdes simples, como pastejo,
reproducdo e producdo leiteira, além da condenacdo de carcacas em abatedouros e a
depreciagdo da pele (Solanet et al., 2011).

O diagnéstico da LC € baseado na avaliacdo clinica, na qual se visualiza a presenca de
abscessos nos linfonodos superficiais do animal (Baird; Malone, 2010). O teste padrdo ouro €
o isolamento do agente causador da doenca, a partir do material caseoso drenado dos
abscessos, seguido de testes bioquimicos (Nassar et al., 2014). No entanto, a infeccdo
subclinica e/ou identificacdo de animais com abcessos internos requerem esforcos para
detectar e controlar a doenga, lancando o desafio de diagnosticar esta enfermidade em animais
assintomaticos, pois estes sao fonte de infeccao para ovinos saudaveis (REBOUCAS et al.,

2013).
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Diferentes métodos de diagnodsticos soroldgicos tém sido utilizados diagnosticar LC
em pequenos ruminantes, como soroneutralizacdo, imunodifusio em gel de A4gar,
hemaglutinacdo indireta, fixacdo de complemento e o ensaio de Imunoadsor¢cdo enzimatica
(ELISA) (RIBEIRO et al., 2011). O teste de ELISA indireto para a detec¢do de anticorpos
contra proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis, quando associado a exames clinicos, é
capaz de identificar a maioria dos animais infectados (REBOUCAS et al., 2013)

O Laboratério de Engenharia Genética Animal, situado na Embrapa Gado de Corte,
selecionou a proteina XAl, por meio da técnica de imunovarredura de uma biblioteca de
expressdo de C. pseudotuberculosis (dados submetidos a publicacdo). O gene xal esta
inserido no operon xal, que € responsavel pela aquisicdo extracelular de ferro, o que auxilia a
sobrevivéncia de C. pseudotuberculosis em ambientes hostis. A proteina XAl é codificada
por este gene e faz parte do sistema de transporte da membrana citoplasmética, para captacao
de ferro-sider6foros da superfamilia dos transportadores ABC (BILLINGTON et al., 2002;
SA etal., 2013b).

Tendo em vista a necessidade de um teste de diagnéstico rapido e sensivel para
linfadenite caseosa em ovinos, objetivou-se, neste estudo, verificar o potencial da proteina

XAlr como antigeno, em um teste soroldgico do tipo ELISA indireto.

MATERIAL E METODOS

Amostras de soro

Para o teste de Elisa indireto, foram utilizadas 94 amostras de soros de ovinos de ragas
e idades variadas. As amostras foram agrupadas, conforme seus status em: Positivas
(identificagdo microbioldgica e bioquimica de C. pseudotuberculosis); Negativas (animais
sem manifestacdo clinica, pertencentes a um rebanho sem histérico da doenca); Controle
Sistematico (provenientes de uma propriedade que mantém exames clinicos periddicos e
utiliza técnicas de manejo para o controle da LC); Assintomaticos (animais sem alteracdes
palpaveis dos linfonodos); e Historico de LC (animais que conviviam no mesmo ambiente,
pasto, piquete ou baia com outros que possuiam histdrico de LC) (Quadro 1). O projeto para o
desenvolvimento desta pesquisa foi submetido, avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA), da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, sendo

certificado com o registro n.° 749/2016.
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Tabela 1. Amostras de soros utilizadas para compor o teste de Elisa Indireto

Amostras (Status) Quantidade (N)
Positivos 33
Negativos 18
Controle Sistematico 23
Assintomaticos 10
Histérico de LC 10
Total 94

Caracterizacao microbioldgica e bioquimica de Corynebacterium pseudotuberculosis

Amostras de material purulento de abcessos, localizados em linfonodos
submandibulares e/ou pré-escapulares de 33 ovinos, foram assepticamente coletadas e
cultivadas em meio Brain Heart Infusion (BHI) Agar, enriquecido com 5% de sangue ovino.
A confirmacdo do agente foi realizada pelas caracteristicas morfolégicas das coldnias
isoladas, presenca de hemdlise, coloracdo de gram e testes bioquimicos de reducao de nitrato,
hidrdlise de esculina, fermentacdo de glicose, maltose e sucrose, de acordo com Markey et al.

(2013).

Producao da Proteina XA1 recombinante (XAlr)

Uma regido da sequéncia do gene xal, que codifica a porcdo hidrofilica da proteina
XALl, foi selecionada com o auxilio do programa Protean - DNASTAR®. A clonagem desta
em plasmideo de expressdo génica foi sinteticamente confeccionada pela empresa de
biotecnologia Genone Biotechnologies. O plasmideo recombinante pET47bxal foi inserido
em E. coli da linhagem TOP10 F’, quimicamente competente para obten¢do de estoque e
cultivo. Foi realizada a cultura da cepa, estoque para extracdo e purificacdo do plasmideo
pET47bxal com o kit Wizard miniprep™ (Promega®), seguindo as orientacdes do fabricante.
O plasmideo pET47bxal foi introduzido em célula quimicamente competente E. coli Rosetta-
Gami para a inducg@o da expressao génica, que foi realizada com IPTG a 1mM, por incubagdo
a 28°C, durante quatro horas sob agitagao de 200 RPM. A inducao da XAlr foi verificada por
eletroforese em gel poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%, corado com azul brilhante de Comassie
e Western blot com poly-Histidine monoclonal antibody (Sigma—Aldrich®). A XAlr foi
purificada por cromatografia de afinidade, em resina metalica com a coluna de agarose niquel
His trap HP (GE Healthcare®), de acordo com as instrugdes do fabricante. Apo6s, foi realizada

a dialise contra PBS 1X (pH 7,2) durante 72 horas, 4°C e feita a avaliacdo da purificacdo em
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gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%. A proteina purificada foi quantificada pelo método
descrito por Lowry (1951) e estocada a -20°C.

ELISA indireto com a proteina XAlr

O teste foi padronizado, a fim de se estabelecer as melhores condicdes para a
diferenciac@o entre soro positivo e negativo, sendo todos os componentes do ensaio testados,
a0 mesmo instante e sob as mesmas circunstancias. A padroniza¢do dos reagentes e a
conducdo dos ensaios foram realizadas em placas de poliestireno de fundo chato, contendo 96
cavidades (Costar 3590). O antigeno utilizado foi a proteina XAlr, diluida seriadamente
(1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1.600, 1:3.200, 1:6.400, 1:12.800, 1:25.600, 1:51.200 e
1:102.400) e titulada frente as dilui¢cdes 1:50, 1:100, 1:400, 1:800, 1:1.600 e 1:3.200 dos
soros. Como controle positivo, foi utilizada amostra de soro de um animal confirmado com
linfadenite caseosa, por meio de isolamento microbioldgico e teste bioquimico; e, como
controle negativo, um soro proveniente de animal de uma area ndo endémica e que nao
apresentava sinais clinicos da doenca. Esses mesmos soros foram utilizados em todos os
ensaios, com o intuito de garantir a repetibilidade e confiabilidade dos resultados obtidos. O
conjugado Monoclonal Anti-Goat/Sheep 1gG-peroxidase (Sigma-Aldrich, USA) foi titulado
frente aos soros e ao antigeno nas dilui¢des 1:10.000, 1:20.000 e 1:30.000.

O antigeno foi diluido em tampao carbonato bicarbonato a 0,05M, pH 9,6 e incubado a
4°C, durante 16-18 horas, em camara umida. Apds quatro lavagens com solugdo salina
tamponada com fosfato — PBS 1X, contendo 0,05% de Tween-20 (PBST), as placas foram
bloqueadas com 200 uL/poco com PBST, contendo leite desnatado a 5% e incubadas a 37°C
durante uma hora. As mesmas foram lavadas, novamente, por quatro vezes com PBST e
acrescentados 100 uL dos soros testes ja diluidos em PBST, contendo 1% de leite desnatado,
por uma hora. Apds serem incubadas, mais uma vez, a 37°C, pelo periodo de uma hora, foram
realizadas quatro lavagens e 100 uL do conjugado Anti-goat/sheep peroxidase ja diluido em
PBST, em leite desnatado a 1%, distribuido em todos os pogos. Apds quatro novas lavagens
com PBST, foram aplicados 95 puL/pogo da solugdo reveladora Orto-fenilenediamina (OPD)
(Sigma-Aldrich), diluidos conforme as instru¢des do fabricante. As placas foram incubadas,
durante 20 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo de luz, para que ocorresse a reacao
colorimétrica, sendo esta interrompida, acrescentando-se 50 uL/poco de solu¢do de acido
sulfirico (H,SO4) 3M. A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Microplate Reader BIO-
RAD Model 550), usando-se filtro de 490 nm.
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Analise Estatistica

A definicdo do ponto de corte foi feita por meio da curva ROC (Receiver Operator
Characteristic), utilizando o software MedCalc® versdo 17. Os célculos da sensibilidade e
especificidade foram realizados utilizando-se resultados de 51 soros (33 positivos e 18
negativos) ao teste de ELISA indireto, tendo como teste padrio ouro o isolamento e
identificacdo de C. pseudotuberculosis, a partir de abcessos e calculadas com 95% de

intervalo de confianca.

RESULTADOS

A inducdo proteina XAlr foi confirmada pela eletroforese em gel de SDS-PAGE. Foi
possivel observa-la com, aproximadamente, 21 Kilodaltons (kDa). No Western blot, a
proteina recombinante foi reconhecida pelo anticorpo monoclonal anti-histidina.

As interpretacdes para os testes bioquimicos, realizados a partir do material isolado
dos abcessos, caracterizaram o agente Corynebacterium pseudotuberculosis, gram-positivo,
apresentando B-hemolise, positivo quanto a fermentagdo de glicose e maltose e negativo para
sucrose e hidrdlise da esculina.

Na padronizagdo do Elisa Indireto, os melhores resultados obtidos foram 1:400 a
diluicao do antigeno, 1:50 a dilui¢do dos soros e 1:30.000 a dilui¢ido do conjugado.

Para minimizar as variacOes intraensaio foram observados coeficientes de variagcao
(CV) menores que 10% e interplacas inferiores a 15%. Os valores de Densidade 6ptica (DO)
para o teste de Elisa tiveram variacdo de 0,200 a 1,771 para animais positivos e 0,192 a 0,341
para os negativos.

A curva ROC utilizada para determinacao do ponto de corte do teste estd representada
na Figura 1. Esta curva apresenta a sensibilidade, em fun¢ao da proporc¢ao de falsos positivos
(100 - especificidade). O ponto de corte definido em DO= 0,299 foi considerado como a
melhor otimizacdo possivel dos valores de sensibilidade e especificidade do teste de ELISA
indireto em questdo. Neste ponto, a sensibilidade e a especificidade do ensaio foram de 90,9
(Intervalo de confianga de 75,7-98,1%) e 72,22% (Intervalo de confianca de 46,5-90,3%),

respectivamente.
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Fig. 1. Curva ROC expressando os resultados de sensibilidade e especificidade (100-
especificidade) para Elisa Indireto, utilizando como antigeno a proteina XAlr de C.
pseudotuberculosis.

O teste de ELISA indireto foi capaz de identificar 30/33 animais que tiveram
diagndstico positivo para linfadenite caseosa no teste padrdao ouro e 13/18 ovinos negativos.
Quando testadas as 94 amostras do banco de soro pelo ELISA, 74 foram diagnosticadas como
soropositivas para LC, representando uma taxa de 78,72%.

Em relacdo aos grupos testes, foram observados os seguintes resultados no ensaio de
ELISA: entre os animais que faziam parte de um rebanho com historico de LC, mas ndo
apresentavam sinal clinico, 70% (7/10) foram diagnosticados como positivos e os outros 30%
negativos, enquanto que 100% dos ovinos classificados como assintomaticos, ap6s realizagao
de exames clinicos, foram tidos como positivos para a doenca. No grupo controle sistematico,
apesar da propriedade ter adotado medidas de manejo para o controle da LC, apenas um tnico
animal foi tido como negativo para linfadenite caseosa. Na figura 2, estdo representadas as
médias dos valores de Densidade Optica (DO), obtidas no ELISA para todos os grupos

testados.
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Distribuigdo dos resultados em Densidade Optica obtidos no teste de ELISA

indireto para deteccdo de anticorpos contra C. pseudotuberculosis em ovinos
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Fig. 2. Representacdo grafica em dot-plot das absorbancias observadas no teste de ELISA
indireto com a proteina XAlr. Os grupos estdo representados por: 0: Negativo; 1: Positivo; 2:

Controle Sistematico; 3: historico de LC e 4: assintomaticos.

A tabela 2 apresenta os parametros de validacdo encontrados para o teste de ELISA
desenvolvido, bem como o nimero de amostras que compuseram o ensaio. O teste identificou
cinco animais como falso-positivos e outros trés como falso-negativos. Quanto aos
coeficientes de variacdo, durante os ensaios interrplacas dos controles positivos e negativos,

foram de 1,426 e 5,939%, mostrando a estabilidade do teste.



1219
1220
1221
1222
1223

1224
1225
1226
1227
1228
1229

1230
1231
1232
1233
1234
1235
1236
1237
1238
1239
1240
1241
1242
1243
1244
1245
1246

48

Tabela 2. Parametros utilizados para a validacio de teste de ELISA indireto com
a identificacio de anticorpos especificos contra Corynebacterium pseudotuberculosis.
Isolamento de C. pseudotuberculosis foi utilizado como padrao-ouro para amostras

positivas e diagnostico molecular para as negativas

Parametro Resultado

Soros testados 51
Soros verdadeiros positivos 33
Soros verdadeiros negativos 18
Falso — positivo 5
Falso — negativo 3
Ponto de Corte 0,299
Sensibilidade (%) 90,9
Especificidade (%) 72,2

DISCUSSAO

A criagdo de ovinos vem ganhando espago no agronegdcio brasileiro e, assim, criando
novas oportunidades no mercado nacional de produtos de origem animal. No entanto, o
acometimento do rebanho por enfermidades contagiosas, que sdo disseminadas, sobretudo,
devido ao manejo inadequado em relagcdo a sanidade dos animais, sdo as principais causas de
prejuizos na criagdo desses pequenos ruminantes. Entre essas doengas, estd a linfadenite
caseosa, uma importante enfermidade que afeta ovinos e caprinos (Moura-Costa et al., 2008).

O diagnostico padrdo ouro para LC € a cultura, mas esta possui a desvantagem de estar
relacionada com a presenga de microrganismos oportunistas, que crescem mais rapido no
meio e podem impedir que C. pseudotuberculosis seja detectada, como Bacillus spp. e
Staphylococcus spp. (NASSAR et al., 2016). Outros fatores que dificultam o diagnéstico ouro
e podem tornd-lo pouco possivel, sdo as lesdes crOnicas externas, contendo poucos
microrganismos viaveis, e as lesdes viscerais que sdo constatadas somente apds o abate do
animal (Ribeiro et al., 2013).

Testes de diagnostico baseados em ELISA t€m sido desenvolvidos com o objetivo de
detectar, de maneira eficaz, a LC, principalmente nos casos assintomaticos. Muitos desses
testes, geralmente, utilizam vérios antigenos da bactéria como componentes da parede celular,
exotoxina (PLD) e exotoxina recombinante (Chirino-Zarraga et al., 2009; Carminat et al.,

2003; Rebougas et al., 2013; Hariharan et al., 2015).



1247
1248
1249
1250
1251
1252
1253
1254
1255
1256
1257
1258
1259
1260
1261
1262
1263
1264
1265
1266
1267
1268
1269
1270
1271
1272
1273
1274
1275
1276
1277
1278
1279

49

Neste estudo, utilizou-se a proteina de membrana XAlr, selecionada por meio da
técnica de imunovarredura. Esta proteina € sintetizada pelo gene xal, que representa um
importante fator de viruléncia de C. pseudotuberculosis, por seu papel na aquisicdo
extracelular de ferro, o que auxilia a bactéria em sua sobrevivéncia em ambientes hostis
@mﬂwmhm%ﬁAd&ﬂm%)

Sabe-se que sensibilidade é a capacidade de um teste em discriminar, dentre os
suspeitos de uma patologia, aqueles efetivamente infectados, enquanto a especificidade, por
sua vez, é a capacidade que o mesmo teste possui de identificar com seguranga os nao
infectados, em face de uma amostra de individuos que sabidamente ndo tém a doenca em
questdo (Guimaraes, 1985). O teste apresentou valor de sensibilidade (90,9%) superior ao de
especificidade (72,2%), ou seja, o teste proposto é capaz de detectar um grande nimero de
animais verdadeiramente positivos.

Outros testes de diagnostico baseados em ELISA foram desenvolvidos, utilizando
antigenos secretados, obtendo diferentes valores de sensibilidade. Kaba et al. (2001)
encontraram valor de sensibilidade de 85%, Solanet et al. (2011) reportaram 98% e Reboucas
et al., 89%. Alguns fizeram uso da exotoxina PLD, como o testes avaliados por Dercksen et
al. (2000), que relatatam sensibilidade de 79+5% e Malone et al. (2006) 88%. Outro ELISA,
mas utilizando antigenos de C. pseudotuberculosis obtidos por sonicagdo do cultivo,
apresentou 83% (Binns et al., 2007).

Paule et al. (2003) conduziram um estudo para avaliar a resposta imune humoral, a
partir de infeccao experimental por C. pseudotuberculosis em caprinos, e foi possivel detectar
titulos de anticorpos positivos contra a C. pseudotuberculosis, entre o dia 6 e 11 apds a
infeccdo, quando ndo ha a presenca de sinais clinicos. Isto pode explicar o fato de todos os
animais classificados como assintomaticos, neste estudo, serem positivos no teste de ELISA e
ndo apresentarem abcessos externos.

Observou-se que, mesmo nos animais que pertenciam ao rebanho onde havia medidas
de controle sistematico da doenca, por meio de exames clinicos e ado¢do de técnicas de
manejo adequadas para o controle da doenca, um unico animal foi negativo no teste
soroldgico. Isso pode estar associado ao fato de C. pseudotuberculosis ser capaz de sobreviver
em solo contaminado com pus por até oito meses, em galpdes de tosquia por,
aproximadamente, quatro meses € na palha, feno e outros fomités por até dois meses. As
baixas temperaturas e ambientes Umidos prolongam ainda mais o tempo de sobrevivéncia

desta bactéria (Lucas et al., 2009).
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Entre os dez ovinos que ndo tinham os sinais clinicos, mas conviviam com outros que
possuiam histérico da doenca, sete foram apontados como positivo e os outros trés como
negativos no teste de ELISA. Esses animais diagnosticados como positivos para LC podem
ter sim a doenga, porém na forma subclinica, e estarem servindo como fonte de transmissao
para outros ovinos. A manutenc¢do de casos confirmados com LC no rebanho deve ser evitada,
pois, uma vez identificados, os animais infectados devem ser removidos, sendo esta atitude
fator preponderante para o controle da doenca (Santana-Jorge et al., 2016).

O uso regular do teste ELISA para triagem e diagnéstico de ovinos positivos, em
associacdo com inspecdes clinicas e mudancas na gestdo da propriedade, pode reduzir,
significativamente, a incidéncia de Ic em rebanhos afetados (Baird; Malone, 2010). No
entanto, varios fatores podem interferir na interpretacio do teste ELISA, como a natureza dos
anticorpos circulantes contra C. pseudotuberculosis, que podem diminuir durante periodos de
dorméncia de patogenos e resultar em um grande nimero de falsos negativos e na
incapacidade de distinguir entre animais previamente expostos e aqueles que ainda abrigam o

patégeno (Ribeiro et al., 2013).
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CONCLUSAO

Estes resultados demonstram a potencialidade da proteina recombinante XAl como
antigeno em teste de ELISA indireto. Este imunoensaio pode auxiliar como uma ferramenta
acessivel no diagnostico de ovinos com linfadenite caseosa, além de contribuir em programas

de controle da doenca dentro dos rebanhos.
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Resumo

A Linfadenite Caseosa ou mal do caro¢o dos caprinos e ovinos € uma doenca infecto-
contagiosa cronica, que tem como agente causador a bactéria Corynebacterium
pseudotuberculosis, caracterizada pela formagdo de abscessos em linfonodos, tanto
superficiais quanto internos, implicando na diminui¢do da producdo de leite, perda de peso e
condenacdo de carcagca. Objetivou-se, neste estudo, produzir um antigeno recombinante
denominado XAlr e utilizd-lo na padronizacio de um teste ELISA indireto, para o
diagnéstico da LC em soros caprinos naturalmente infectados e nao infectados. Para tanto, foi
formado um banco contendo 92 soros, entre positivos (n=29), negativos (n=19), provenientes
de animais com sinal clinico de LC (n=29) e aqueles que faziam parte de um rebanho com
histérico da doenga (n=15). O estudo da sensibilidade e especificidade foi verificado por meio
da curva ROC, na qual se obteve resultados de 96,6 e 67,2% para o ELISA indireto e o ponto
de corte foi a DO= 0,426. O teste de ELISA apresentou um animal falso-negativo e seis falso-
positivos. A associacdo do teste de ELISA indireto proposto a exames clinicos foi capaz de
diagnosticar como positivos 96,55% dos animais que possuiam sinal clinico da doenca,
mostrando assim, o potencial da proteina XAlr no reconhecimento de anticorpos contra C.

pseudotuberculosis.
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1 Introducao

Evoluindo de criacdes voltadas para a subsisténcia, nos udltimos anos, ocorreram
mudancas significativas para a consolidag¢ao da cadeia produtiva da caprinocultura, no Brasil,
com destaque para a Regido Nordeste, que detém mais de 90% de todo o rebanho nacional
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE 2015).

A linfadenite caseosa (LC) € considerada uma doenca cronica, debilitante e
contagiosa, que acomete principalmente caprinos e ovinos, e existente em todos os paises
onde sdo criados. E causada pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis e trata-se de
um sério problema para a caprinocultura nacional, evidenciando perdas econOmicas,
desvalorizacdo da pele, diminui¢do da producdo de leite, custo de drogas e mao de obra para
tratar abscessos externos (ALVES; OLANDER, 1998; DORNELES et al., 2012).

A cronicidade da doencga torna os animais infectados reservatérios constante dentro de
um rebanho. Além disso, como o periodo de incubagdo do patégeno dura de dois a seis meses,
um animal assintomatico, considerado saudavel quando introduzido em um rebanho, pode
difundir a doenga para novas areas (EMBRAPA, 2014). O diagnéstico de LC depende
principalmente das caracteristicas clinicas desta enfermidade e do isolamento com a
identificacdo do agente causador, a partir da secrecio purulenta (ALGAMMAL, 2016).

Diante disto, vérios testes soroldgicos vém sendo desenvolvidos para o diagndstico da
LC. Um deles € o teste de Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica — ELISA do tipo sanduiche
(MALONE et al., 2006) e indireto (CARMINATI et al., 2003; MALONE et al., 2006;
ZERBINATI, 2006; BINNS et al., 2007; SEYFFERT et al., 2009; SOLANET et al., 2011;
REBOUCAS et al., 2013). O teste de ELISA € considerado de fécil execucdo e aplicavel em
rotinas de laboratorios de diagnostico (HOELZLE et al., 2013).

Em estudo desenvolvido pela Embrapa Gado de Corte, foram descobertas proteinas
antigénicas e imunogénicas, a partir de imunovarredura de biblioteca de expressao génica de
C. pseudotuberculosis (dados submetidos a publicacdo). Detectou-se o potencial antigénico
do gene xal, ao reagir com soro de ovinos positivos pra LC. Este gene é um dos responsiveis
pela aquisi¢ao de ferro para o metabolismo de C. pseudotuberculosis, desta forma, estando
relacionado com a viruléncia dessa bactéria. Este gene faz parte do operon xa e codifica uma
proteina de membrana chamada XAl.

Objetivou-se, neste estudo, desenvolver e padronizar um protocolo de ELISA indireto

para detec¢ao de anticorpos contra C. pseudotuberculosis em caprinos, utilizando a proteina
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recombinante XAl, a fim de contribuir para o controle da linfadenite caseosa nesta espécie

animal.

2 Material e Métodos

2.1 Banco de soros

Foi utilizado um total de 92 soros de caprinos de idade e sexo variados, sendo: 29
soros de animais positivos para linfadenite caseosa, por meio do isolamento de C.
pseudotuberculosis e testes bioquimicos; 29 soros de animais que apresentavam abcessos nos
linfonodos superficiais; 19 soros de caprinos negativos para LC com auséncia de sinal clinico
e provenientes de rebanhos sem histérico da doenca; além de outros 15 soros de animais que
fazem parte de um rebanho com histérico da doenca, mas que ndo apresentava sinal clinico de

LC.

2.2 Identificacao microbioldogica do agente

O material purulento coletado a partir dos abcessos foi semeado em placas, contendo
0 meio agar sangue de ovino 5%, incubados por 48 horas a 37°C. Apds o crescimento
bacteriano, selecionaram-se colOnias caracteristicas, as quais foram repicadas para o caldo
Brain Heart Infusion (BHI) para crescimento durante 48 horas, a 37°C, sob agitacdo constante
de 200 RPM. Em seguida, as amostras foram criopreservadas em glicerol em ultrafreezer a -
80 °C.

A identificacdo da bactéria C. pseudotuberculosis nas amostras bioldgicas foi
realizada por meio do isolamento do agente, considerado o teste padrdo ouro para diagnostico
da LC, baseando-se nas caracteristicas morfologicas das colOnias isoladas, que foram
posteriormente submetidas a coloracdo de gram, hemolise e testes bioquimicos de catalase,

oxidase, Camp - S. aureus (Reverse), oxidacdo e fermentacao - OF e urease (ANVISA, 2008).

2.3 Extracao de DNA bacteriano

Onze das amostras criopreservadas foram semeadas e cultivadas em meio BHI Agar,

enriquecido com 5% de sangue ovino. Apds 72 horas a 37°C, foram selecionadas colOnias

caracteristicas de C. pseudotuberculosis.
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O DNA bacteriano foi extraido utilizando-se o método de choque térmico, o qual
consistiu em trés ciclos de 30 minutos a 94°C e 30 minutos a -20°C para inativacdo do agente

e liberagdo do material genético (FUVERKI et al., 2008).

2.4 Diagnéstico molecular

O diagnéstico molecular foi feito para 11 das 29 amostras positivas no teste padrio
ouro, com o uso da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores C2700F e C3130R para a amplificacio de um fragmento do
gene rpoB, conforme o descrito por Khamis et al. (2005). Para a segunda reagdo, foram
utilizados os oligonucleotideos para amplificacdo do gene pld. A reacdo de PCR foi preparada
contendo 5 pL de tampao (1X), 1,5 pl. de MgCl, (1,5 mM), 2 uL de oligonucleotideo
iniciador plDcoryF (5’ — ATG AGG GAG AAA GTT GTT TTA - 3’) e plDcoryR (5 — TCA
CCA CGG GTT ATC CGC - 3’) (20 pmol); 1 pL. de dNTP (10 mM); 37 pL de 4gua
ultrapura; 0,5 U de Taq DNA polimerase; e 1 uLL de DNA gendmico de cada animal teste. A
amplificacdo ocorreu em termociclador, onde a temperatura inicial foi de 95°C, a
desnaturagdo da dupla fita a 95°C, por 4 minutos; logo apos, o anelamento dos primers a 55°C
por 1 minuto, e extensdo da fita de DNA a 72°C por 2 minutos. Os ciclos foram repetidos 35
vezes, com extensdo a 72°C por 7 minutos e finalizado a 4°C.

Ambas as reacdes foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado
com Syber Gold (Invirogen, EUA), e visualizadas em transiluminador ultravioleta, com 1 Kb

DNA Plus (Invitrogen, EUA) como marcador.

2.5 Producao da Proteina XA1 recombinante (XA1lr)

A sequéncia do gene xal, que codifica a por¢cdo hidrofilica da proteina XAl, foi
selecionada com o auxilio do programa Protean - DNASTAR®. Esta sequéncia e a constru¢ao
do plasmideo de expressdao génica foram sinteticamente confeccionadas pela empresa de
biotecnologia Genone Biotechnologies. O plasmideo recombinante pET47bxal foi
introduzido em célula quimicamente competente E. coli Rosetta-gami e a indugdo da
expressao génica foi realizada com IPTG a ImM, por incubacdo a 28°C, durante quatro horas
sob agitacdo de 200 RPM. A inducdo da XAlr foi verificada por eletroforese em gel
poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%, corado com azul brilhante de Comassie e Western blot

com poly-Histidine monoclonal antibody (Sigma-Aldrich®). A XAlr foi purificada por
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cromatografia de afinidade, em resina metalica com a coluna de agarose niquel His trap HP
(GE Healthcare®), de acordo com as instrucdes do fabricante. Ap0s, foi realizada a dialise
contra PBS 1X pH 7,2, durante 72 horas a 4°C, e feita a avaliacdo da purificacdo em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%. A proteina purificada foi quantificada pelo método descrito
por Lowry (1951) e estocada a -20°C.

2.6 Teste de ELISA Indireto utilizando como antigeno a proteina XAl

recombinante

As placas de poliestireno de fundo chato (COSTAR 3590) foram sensibilizadas com
100 uL do antigeno, diluido a 1:400, em tampdo carbonato bicarbonato a 0,05M, pH 9,6,
incubadas a 4 °C por 12 horas, em cadmara imida. Apds quatro lavagens com PBS 1X,
contendo 0,05% de Tween- 20 (PBST), as placas foram bloqueadas com 200 pL/poco de
PBST, contendo 5% de leite desnatado, durante uma hora. A seguir, foram incubadas com
100uL/pogo dos soros testes diluidos a 1:50 em PBST, contendo 1% de leite desnatado,
durante 1 hora. Apdés quatro lavagens com PBST, adicionaram-se as placas 100 puL do
conjugado monoclonal anti-Goat/Sheep IgG — Peroxidase (SIGMA), diluido a 1:15.000 em
PBST com 1% de leite desnatado. As placas foram incubadas a 37 °C por 60 minutos e, em
seguida, foram novamente lavadas quatro vezes com PBST e incubadas com 95 plL/poco da
solucdo de o-fenilenediamina (OPD) (Sigma-Aldrich®) (diluido, conforme instrugdes do
fabricante). As placas foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, e a reacdo foi interrompida, acrescentando-se SOuL de solucdo de acido sulfirico (H,SOy)
3M. A leitura foi feita em leitor de ELISA (Microplate Reader BIO-RAD Model 550),

usando-se filtro de 490 nm de comprimento de luz.

2.7 Analise estatistica

O ponto de corte foi calculado a partir da curva ROC (Receiver Operator
Characteristic), cuja finalidade € avaliar a sensibilidade em funcdo da especificidade, com o
uso do software MedICalc® versdo 17. A especificidade e a sensibilidade foram calculadas

com 95% de intervalo de confianca.
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2 Resultados e Discussao

Em caprinos e ovinos, as infec¢des por C. pseudotuberculosis ocasionam a linfadenite
caseosa, reconhecida como doenga de importancia mundial, em decorréncia da alta
prevaléncia e pelos prejuizos econdomicos (WILLIAMSON, 2001; MOTTA et al., 2010). O
desenvolvimento de um método de diagndstico rapido, sensivel e especifico faz-se necessario
para o controle e prevencdo da LC. Diferentes técnicas indiretas foram propostas, ao longo
dos anos, para o diagnostico desta doenga e, entre elas, esta o teste soroldgico do tipo ELISA.
No entanto, o isolamento direto de C. pseudotuberculosis, a partir do material purulento de
linfonodos, permanece como o procedimento mais fidedigno de diagndstico “in vivo”
(RIBEIRO et al., 2001).

Sao relatados varios testes soroldgicos para o diagndstico de LC, normalmente,
baseados em preparos de células mortas, antigenos de parede ou toxdides do filtrado de
cultivo, além da exotoxina fosfolipase D (PLD) (REBOUCAS et al., 2013), porém estes
preparos podem apresentar baixa especificidade e falso-positivos (BROWN et al., 1987).
Neste estudo, utilizou-se a proteina recombinante XA 1, identificada durante a criacdo de uma
biblioteca de expressdo génica de C. pseudotuberculosis por imunovarredura. Esta proteina
estd relacionada com a absorcdo extracelar de Fe, o que representa um importante fator de
viruléncia para esta bactéria (DORELLA et al., 2006; SA et al., 2013).

A inducdo da proteina XAlr foi confirmada pela eletroforese em gel de SDS-PAGE,
sendo possivel observa-la com, aproximadamente, 21 Kilodaltons (kDa). No Western blot, a

proteina recombinante foi reconhecida pelo anticorpo monoclonal anti- histidina (Figura 1).
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Figura 1. Anédlise de expressdo da proteina recombinante XAl. Eletroforese em gel SDS-
PAGE - 15% corado em azul brilhante de Comassie transferido & membrana de nitrocelulose.
Reacdo entre a membrana e o com anticorpo monoclonal anti-histidina, e revelada com DAB.
Expressdo da proteina XAlr de C. pseudotuberculosis em E. coli TOP10 F’, transformada
com plasmideo recombinante pET47bxal. Canaleta 1 — Marcador de proteina (Promega).

Canaleta 2 — Indugao pET47bxal por 4h a I1mM de IPTG.

Corynebacterium pseudotuberculosis foi caracterizada pelo fendtipo positivo para a
coloragdo de Gram e para as provas bioquimicas de catalase, hemolise, Camp - S. aureus
(Reverse), urease e oxidacdo e fermentacdo - OF e negativo para oxidase. Os testes
bioquimicos empregados sdo métodos simples e utilizados para a realizacdo de diagndstico
diferencial, em relacdo aos possiveis agentes encontrados no material drenado, a partir dos
linfonodos de animais acometidos pela LC, o que contribui para um diagndstico mais preciso
(EMBRAPA, 2007).

Porém, muitas vezes, a confirmacdo do agente por testes bioquimicos sdo
inconclusivas, devido a grande variabilidade do proprio agente. O uso do diagndstico por
PCR, com a utiliza¢do de oligonucleotideos especificos, pode simplificar a identificagdo das
coldnias, classificando o microrganismo em género e espécie, o pode colaborar no controle da
disseminag¢do da doenca (PACHECO et al., 2007; TORRES et al., 2013; HERNANDEZ-
LEON et al., 2016). No entanto, este método ndo exclui o cultivo bacteriano do material

extraido dos abscessos, o que implica na demora do diagndstico, além de restringi-lo a forma
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clinica da LC (CETINKAYA et al., 2002; PACHECO et al., 2007). A deteccdo e amplificacdo
do gene p-subunidade RNA Polimerase (rpoB) tem sido empregada para facilitar o
diagnoéstico diferencial de C. pseudotuberculosis de outras bactérias que possam estar
presentes em amostras do material purulento (ALGAMMAL, 2016; KHAMIS et al., 2005).

Os 11 caprinos, que tiveram diagndstico positivo para linfadenite caseosa pelo teste
padrdo ouro e provas bioquimicas, mantiveram essa mesma condi¢do no teste molecular para
ambos os oligonucleotideos iniciadores utilizados (Figura 3). Entre essas mesmas amostras,
apenas uma apresentou resultado negativo no teste de ELISA indireto.

A B

1 2 345 6 7 8 9 10 11121314 15 1 2 3 4 5 67 8 9 10 111213

850 pb

Soopb A<.CI'¢OO"~'.‘“."I".

Figura 3. Andlise dos testes moleculares pela PCR, por meio de eletroforese em gel de
agarose 1% corado com Syber Gold (Invitrogen). A: Amplificacio do gene rpoB de C.
pseudotuberculosis com 446 pb. Canaleta 1: Marcador 1 kb DNA Plus (Invitrogen); 2:
Controle positivo; 3 —14: Amostras e canaleta 15: Controle negativo. B: Amplificacdo do
gene pld de C. pseudotuberculosis com 924 pb. Canaleta 1: Marcador 1 kb DNA Plus
(Invitrogen); Canaleta 2: Controle positivo, Canatetas 3-12: Amostras; canaleta 13: Controle

negativo.

A sensibilidade e especificidade sdo parametros fundamentais para definicio de um
teste de diagndstico. Quanto maior a sensibilidade de um teste, menor serd o nimero de falso-
negativos; no entanto, quanto maior a especificidade, menor serd o nimero de falso-positivos.
O presente estudo obteve sensibilidade de 96,6% e especificidade de 67,2%, quando definido
o ponto de corte de DO= 0,426, por meio da curva ROC. A curva utilizada para a
determina¢do do ponto de corte do teste de ELISA indireto esta representada na Figura 1. Esta
curva apresenta a sensibilidade em funcdo de falso-positivos (100-Especificidade), em
destaque o ponto de corte utilizado no célculo da sensibilidade e especificidades, e seus

respectivos valores.
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Figura 1. Curva ROC expressando os resultados de sensibilidade e especificidade em func¢ado
do ponto de corte escolhido.

Neste estudo, o teste ELISA desenvolvido apresentou um indice de sensibilidade
maior do que a especificidade. Isso significa que, por meio deste teste, € possivel a deteccao
de caprinos verdadeiramente infectados, porém sua especificidade na detec¢do de animais
negativos foi baixa. Entre os 29 caprinos com diagndstico positivo no isolamento e testes
bioquimicos, um tnico animal foi considerado como falso-negativo, ou seja, o teste de ELISA
proposto foi capaz de identificar 28/29 amostras positivas, ao passo que seis animais foram
tidos como falso-positivos. A tabela 1 apresenta quais foram os parametros para a validagao
do Teste de Elisa indireto, com uso da proteina XAlr como antigeno e amostras de soros de

caprinos.
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Tabela 1. Validag¢ao do Teste de Elisa indireto com uso da proteina XAlr com antigeno, tendo
como padrdo ouro o isolamento para amostras positivas e teste molecular para as negativas

Parametro Resultado

Soros testados 92
Soros verdadeiros positivos 29
Soros verdadeiros negativos 19
Falso — positivo 6
Falso — negativo 1
Ponto de Corte 0,426
Sensibilidade (%) 96,6
Especificidade (%) 67,2

A sensibilidade do teste de ELISA proposto foi maior a encontrada por Dercksen et al.
(2000), que foi de 94%, ao utilizar como antigeno a exotoxina Fosfolipase D e soros de
caprinos. Zerbinate et al. (2007) testaram como antigenos os extratos brutos da bactétia C.
pseudotuberculosis, denominados BMD e BHI, em teste ELISA indireto. Foram obtidos
valores de sensibilidade e especificidade de 98% para ELISA BHI, e de sensibilidade 99,8% e
especificidade de 98% para o ELISA BMD. Ribeiro et al. (2013) descreveram o desempenho
de um teste de ELISA para o diagndstico de LC, o mesmo revelou sensibilidade de 88% e
especificidade de 31%, valores abaixo dos obtidos no teste em questao.

Assim, neste estudo, a sensibilidade e especificidade da maior parte dos testes foram
determinadas utilizando soros de caprinos com abscessos, dos quais C. pseudotuberculosis foi
isolado e soros de caprinos saudiveis de rebanhos sem registro de LC. No entanto,
acrescentamos ao teste ELISA amostras, cujas informacdes eram baseadas no histérico de
cada grupo, simulando situacdes encontradas no dia a dia no campo.

Entre as amostras oriundas de um rebanho com histérico de linfadenite caseosa e a
interacdo entre animais saudaveis e infectados, 80% foram consideradas positivas para a LC.
Casos como estes, em que a doenga estd instaurada na propriedade, exigem medidas de
manejo para seu controle. Os animais tratados devem retornar ao rebanho somente apds
cicatrizagdo completa da lesdo e, no caso de animais com abscessos reincidentes, sugere-se
que sejam eliminados do rebanho, para que se evitem novos casos (WILLIAMSON, 2000;
EMBRAPA, 2007).

Em relacdo aos caprinos que apresentavam sinal clinico de LC, 96,55% teve
diagnéstico confirmado para a enfermidade. Isso ressalta a importancia do diagndstico clinico,
no qual se visualiza a presenga de abscessos nos linfonodos superficiais do animal (BAIRD;

MALONE, 2010). Apenas um animal que possuia sinal clinico obteve resultado negativo no
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teste de ELISA, porém existem outros microrganismos que causam abcessos semelhantes aos
causados por C. pseudotuberculosis, como Arcanobacterium pyogenes e Pasteurella
multocida (DORELLA et al., 2006).

A distribui¢do dos resultados de Densidade Optica obtidas no teste de Elisa para a
deteccdo de anticorpos especificos contra C. pseudotuberculosis encontra-se na figura 2. Os
dados expressam os resultados obtidos nos grupos positivo, negativo, presenga de sinal clinico

e histérico da doenga no rebanho.

Distribui¢io dos resultados em Densidade Optica obtidos no teste de ELISA

indireto para deteccdo de anticorpos contra C. pseudotuberculosis
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Figura 2. Representacdo grifica em Dot-plot das absorbancias observadas no teste de ELISA
indireto, com a utilizagdo da proteina XAlr. Os grupos estio representados por: 0: Negativo;
1: Positivo; 2: Sinais clinicos e 4: historico de LC.

3 Conclusao

O teste de ELISA indireto foi capaz de diagnosticar como positivos animais que
possuiam sinal clinico da doenga, mostrando assim, o potencial da proteina XAlr em compor
este teste sorologico. A associacdo do teste de ELISA indireto proposto a exames clinicos
pode ser capaz de contribuir no controle da linfadenite caseosa no rebanho, por meio de
identificacdo e eliminagdo dos animais infectados.
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