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Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis € o agente etioldgico da linfadenite caseosa (LC), uma doenga infecciosa cronica
que afeta ovinos e caprinos. Numerosos testes soroldgicos foram desenvolvidos para detectar a doenca, sendo o Ensaio
Imunoenzimético (ELISA) um dos mais utilizados devido as suas vantagens de sensibilidade e especificidade. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a reatividade de um painel de antigenos de Corynebacterium
pseudotuberculosis em caprinos experimentalmente infectados com linhagens ndo formadoras e formadoras de
biofilme. Foram utilizados 18 caprinos da raga Canindé sendo: grupo 1 - animais controle negativo, grupo 2 - caprinos
infectados com bactéria ndo formadora de biofilme e grupo 3 - caprinos infectados com linhagem formadora de biofilme.
Foram testados os antigenos recombinantes CP40 e PLD, antigenos de fracdo de membrana (F3) e antigenos secretados
de C. pseudotuberculosis (BHI). A sensibilidade e especificidade dos testes ELISA indireto para todos os antigenos
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foram de 100%. No entanto, os valores de densidade 6ptica (DO) registrados no ELISA BHI foram menores que 0s
encontrados nos outros testes ELISA, sugerindo que antigenos especificos podem apresentar melhor sensibilidade e
especificidade no diagnéstico da LC.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis; Imunodiagndstico; Linfadenite caseosa; Caprinos.

Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis is the etiologic agent of caseous lymphadenitis (CL), a chronic infectious disease
that affects sheep and goats. Numerous serological tests have been developed to detect the disease, being the Enzyme
Immunoassay (ELISA) one of the most used due to its advantages of sensitivity and specificity. The present study aimed
to evaluate the reactivity of a panel of Corynebacterium pseudotuberculosis antigens in goats experimentally infected
with non-forming and biofilm-forming strains. Eighteen Canindé goats were used: group 1 - negative control animals,
group 2 - goats infected with non-biofilm-forming bacteria and group 3 - goats infected with a biofilm-forming strain.
Recombinant antigens CP40 and PLD, membrane fraction antigens (F3) and C. pseudotuberculosis secreted antigens
(BHI) were tested. The sensitivity and specificity of the indirect ELISA tests for all antigens were 100%. However, the
optical density (OD) values recorded in the BHI ELISA were lower than those found in the other ELISA tests, suggesting
that specific antigens may have better sensitivity and specificity in the diagnosis of CL.

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis; Immunodiagnosis; Caseous lymphadenitis; Goats.

Resumen

Corynebacterium pseudotuberculosis es el agente etioldgico de la linfadenitis caseosa (LC), una enfermedad infecciosa
cronica que afecta a ovinos y caprinos. Se han desarrollado humerosas pruebas serolégicas para detectar la enfermedad,
siendo el Inmunoensayo Enzimatico (ELISA) una de las mas utilizadas por sus ventajas de sensibilidad y especificidad.
El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la reactividad de un panel de antigenos de Corynebacterium
pseudotuberculosis en cabras experimentalmente infectadas con cepas no formadoras y formadoras de biopeliculas. Se
utilizaron dieciocho cabras Canindé: grupo 1 - animales de control negativo, grupo 2 - cabras infectadas con bacterias
no formadoras de biopeliculas y grupo 3 - cabras infectadas con una cepa formadora de biopeliculas. Se analizaron los
antigenos recombinantes CP40 y PLD, los antigenos de fraccién de membrana (F3) y los antigenos secretados por C.
pseudotuberculosis (BHI). La sensibilidad y especificidad de las pruebas ELISA indirectas para todos los antigenos fue
del 100%. Sin embargo, los valores de densidad Optica (OD) registrados en el BHI ELISA fueron mas bajos que los
encontrados en las otras pruebas de ELISA, lo que sugiere que los antigenos especificos pueden tener una mejor
sensibilidad y especificidad en el diagndstico de CL.

Palabras clave: Corynebacterium pseudotuberculosis; Inmunodiagnéstico; Linfadenitis caseosa; Cabras.

1. Introducéo

A ovinocaprinocultura é considerada uma importante atividade econémica no pais, com destaque para a Regido
Nordeste, detentora do maior rebanho nacional de caprinos e segundo em ovinos, concentrado nas zonas Arida e Semiarida
(Brasil, 2010). Na caprinocultura, os Estados de maior representatividade sdo a Bahia, Pernambuco e Piaui (Alves, et al., 2007).

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca contagiosa, infecciosa e cronica causada por Corynebacterium
pseudotuberculosis (Cp) que afeta principalmente ovinos e caprinos e com elevada prevaléncia na Regido Nordeste. Estima-se
que grande parte dos rebanhos possuam animais infectados e que 30% destes apresentem a forma clinica da doenca (Droppa-
Almeida et al., 2016; Seyffert et al., 2010). O diagnostico precoce da LC é crucial para evitar a disseminacdo da C.
pseudotuberculosis, sendo a presenca de granulomas superficiais sugestiva para a enfermidade. No entanto, por se tratar de uma
doenga cronica, o animal que ndo apresenta sinais clinicos evidentes pode disseminar a bactéria, o que levou ao desenvolvimento
de numerosos testes sorolégicos para o diagnostico da forma subclinica desta enfermidade (Barral et. al., 2019; Farias et al.,
2020).

Dentre os métodos soroldgicos os testes imunoenzimaticos ELISA tém sido frequentemente usados para controlar a LC,
pois detectam doencas subclinicas com niveis aceitaveis de sensibilidade e especificidade (Menzies, et al., 2004). Nesse sentido,
0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a reatividade de um painel de antigenos de Corynebacterium pseudotuberculosis

em caprinos experimentalmente infectados com linhagens ndo formadoras e formadoras de biofilme.
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2. Material e Métodos

2.1 Aspectos éticos e local do experimento

Esse experimento foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais do Instituto de Ciéncias da Satde (CEUA-
ICS-UFBA) sob o n° 123/2017.

Foram utilizadas 18 caprinos da raga Canindé, mantidos na Estacdo Experimental de Pequenos Ruminantes - UFBA de
Salinas da Margarida, BA, localizada a latitude 12°52°16° e longitude 38°45°52"°, clima tropical Umido e temperatura média de
30°C.

2.2 Linhagens 21 e 76 de Corynebacterium pseudotuberculosis
Foram utilizados dois isolados de C. pseudotuberculosis provenientes de caprinos, sendo uma estirpe Cap 3W (21) -

linhagem nédo formadora de biofilme; e a outra CapJ4 (76) - linhagem patogénica produtora de biofilme (S4 et al., 2012).

2.2.1 Cultivo bacteriano e contagem de células para inoculagéo em caprinos

As cepas foram cultivadas em 200 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), por 48 h
em estufa a 37 °C. Apos o cultivo, as amostras foram centrifugadas por 20 min a 6.000 rpm, desprezando o sobrenadante e
acrescentando 10 mL de solugdo salina estéril para ressuspender o pellet. Em seguida foi retirado 1 mL da suspenc&o bacteriana,
lavado duas vezes com solugdo salina, centrifugando por 5 minutos a 5.000 rpm. Depois de desprezar o sobrenadante foi
adicionado Sybr Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), diluido 1:20 e incubado por 20 min no escuro a temperatura ambiente.
Apds nova lavagem, a amostra foi ressuspendida com 1 mL de solug@o salina. Foram retirados 50 pL da suspensao bacteriana e
acrescida 450 pL de solugdo salina, em tubos com Beads trucount (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) para realizar a contagem

do inéculo por mensuragdo em Citometria de Fluxo. O estabelecimento da concentragdo bacteriana seguiu o seguinte calculo:

numero de eventos bacterias

bactérias totais = (Sampaio et al., 2019).

numero de eventos beads x nimero de e beads por uL(constate do lote)

2.3 Separacéo dos grupos experimentais e inoculagéo das linhagens bacterianas

Os animais foram divididos em trés grupos experimentais: grupo controle negativo (6 animais) - animais ndo desafiados;
grupo 21 (6 animais) - animais desafiados pela linhagem 21 de C. pseudotuberculosis ndo produtora de biofilme (1x107 cel/mL);
e grupo 76 (6 animais) - animais desafiados pela linhagem 76 de C. pseudotuberculosis produtora de biofilme (1x107 cel/mL).
Os animais do grupo controle negativo receberam como placebo uma dose de solugdo salina estéril (PBS).

As inoculages (1x107 cel/mL) foram realizadas no dia zero do experimento, por via subcutanea, na regido pré-escapular
esquerda do animal. Os animais foram observados durante 90 dias ap6s o desafio, periodo de duragdo do experimento. Amostras
de sangue foram coletadas da veia jugular nos dias 0, 7, 14, 28, 60 e 90 do experimento. Apds a coagulacdo, o sangue foi

centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. O soro foi retirado e estocado a -20 °C até a dosagem de imunoglobulinas por ELISA.

2.4 Avaliaco antigénica
2.4.1 Produgdo dos antigenos

O antigeno secretado BHI foi obtido da linhagem atenuada T1 de C. pseudotuberculosis (Carminati et al., 2003, com
adaptagdes). Ja o antigeno de membrana F3 foi produzido a partir da linhagem virulenta VD57 de C. pseudotuberculosis, de
acordo com trabalho realizado por Reboucas et al. (2020). Estas cepas fazem parte da Colecdo de Culturas do Laboratdrio de
Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias da Satde da Universidade Federal da Bahia (LABIMUNO-UFBA).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i12.34549

Research, Society and Development, v. 11, n. 12, 440111234549, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i12.34549

A producéo dos antigenos recombinantes CP40 e PLD foi feita segundo protocolo do Laboratério de Genética Molecular
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG) (Seyffert et al., 2014). Os genes que
codificam para as proteinas recombinantes de C. pseudotuberculosis foram selecionados e submetidos ao desenho de versées
sintéticas, com otimizacdo de cddons para expressdo em sistemas heterélogos. A sintese dos genes foi realizada pela empresa
DNA2.0® (Califérnia, USA), a qual realizou a clonagem dos mesmo no vetor pD444-NH. Este vetor fusiona seis residuos de
histidina a proteina heterdloga, possibilitando a sua purificacdo por cromatografia de afinidade (Ni-Sepharose). Os vetores
recombinantes foram usados para transformar cepas de Escherichia coli (E. coli BL21(DE3)). As proteinas recombinantes foram

expressas e purificadas por cromatografia de afinidade como previamente descrito (Simionatto et al., 2012).

2.4.2 ELISA

Para a triagem dos antigenos e padronizacdo do ELISA, foi realizado um procedimento checkerboard no qual foram
testadas em combinacéo: diferentes concentra¢des de antigeno, diferentes diluigdes das amostras de soros e dos anticorpos anti-
IgG caprino (Farias et al., 2020).

Apos a etapa de padronizacéo, foram realizados testes ELISA indiretos com amostras de soros dos caprinos infectados,
usando-se os diferentes antigenos de Corynebacterium pseudotuberculosis. Para tanto, placas poliestireno de 96 pogos
(GREINER Bio-One, Sao Paulo, Brasl) foram sensibilizadas com 100 pL dos antigenos secretados de C. pseudotuberculosis
(BHI) (1:100), das proteinas recombinantes CP40 e PLD (0,5 pug/mL) e da fragcdo de membrana (F3) (0,5 pg/mL), diluidas em
0,05 M de tampéo carbonato/bicarbonato (pH 9,6), e incubadas a 4 °C por 16 horas. As placas foram lavadas com PBS 0,01 M,
0,05% de Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com 200 pL/poco de caseina (5%), por 2 horas. Apos lavagens com PBS-T, foram
adicionados 50 pL/poc¢o dos soros animais diluidos 1:100 em PBS-T, contendo 1% de caseina e incubados a 37 °C, por 1 hora.
Apo6s novas lavagens (5 vezes), foi adicionado 50 pL/poco do anticorpo secundério anti-lgG caprino conjugado com peroxidase,
diluido 1:20.000 (Bethyl, Montgomery, USA), em PBS-T contendo 1% de caseina, incubado a 37 °C, por 45 minutos. A revelacéo
foi realizada com a adicdo de 50 pL/pog¢o do substrato de 1:2-O-fenilenodiamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), a 22 °C, ao
abrigo da luz, por 15 minutos. A reacéo foi interrompida acrescentando-se 25 uL/pogo de H2SO4 4 N. A densidade 6ptica média
(DO) a 492 nm foi determinada utilizando um leitor de placas de microtitulagio (THERMO PLACA, Miami, USA).

Para cada modalidade de ELISA padronizado, foi feito a correcdo interplaca da densidade dptica (DO), multiplicando-

se o fator de corregdo entre placas (Ftc) pela leitura da DO encontrada (Zwirner, 1996). A DO corrigida (DOc) foi obtida a partir

média da DO do positivo—padréo da placa de referéncia DOc
P e e . Portanto, DOc = ——.

da segumte formula: Ftc = média da DO do positivo—padréo de cada placa Ftc

2.5 Estudo estatistico e defini¢cdo do ponto de corte

Para analise estatistica foi feito o teste de frequéncia de distribuicdo Kolmogorov-Smirnov, que definiu que as amostras
possuem distribuicdo normal, assim, foi escolhido o teste paramétrico ANOVA, com o pos-teste Tukey em nivel de significancia
<0,05. O ponto de corte do ELISA definiu-se pela curva ROC 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 - especificidade).

O ponto de corte considerado ideal é aquele que permite uma maior especificidade sem perda da sensibilidade. De
acordo com Greiner, et al., (1995), esta analise deve ser utilizada para testes ELISA. Kaba, et al. (2001) utilizaram esta analise
para desenvolvimento de um teste ELISA para diagndstico da LC. Foram utilizados para as analises os programas GraphPad

Prism versdo 6 e SPSS versdo 23 para Windows.
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3. Resultados
3.1 Resultados do ELISA indireto Antigeno BHI

Observando a Figura la, constatamos que no ELISA BHI, os animais infectados com a cepa 21 (ndo formadora de
Biofilme) e com a cepa 76 (formadora de Biofilme), apresentaram uma resposta humoral a partir do 7° dia de infec¢do. Notou-
se que no 28° dia de infeccdo os caprinos do grupo Cap 21 apresentaram valores de D.O. maiores que 0s caprinos do grupo cap
76. Em contrapartida, a partir do tempo 45 até 60 dias os caprinos do cap 76 atingiram valores mais elevados de D.O. a partir
dos 60 dias de infeccdo, tanto os caprinos do Cap 21, como do cap 76 se comportaram de forma crescente, quanto aos valores de

D.O. Notou-se também para este ELISA que o grupo controle negativo apresentou valores de D.O. constantes durante os 90 dias

de infecgéo.
Figura 1. Densidade média dos grupos ao longo do experimento.
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25 25
2 2
E 1.3 = L3
& &
'% CONTROLE % CONTROLE
2 —11 R —
2 —T G =z —T
E e .
= 03 = 03
0 0
0 7 14 28 43 60 20 0 14 28 43 60 20
Tempa (dias) Tempo (dias)
b ELISA CP40 d ELISA F3
25 23
— 20 2
§ L3 5 L3
; CONTROLE % CONTROLE
- 10 —_—21 I | —_—21
= %
3 —_T6 = J—
@ E] R
5 05 =2 03
a ]
8
0.0 0
o 7 14 28 43 60 o0 0 14 28 43 60 20
Tempo (dias) Tempo (dias)

Fonte: Autores.

3.2 Resultados do ELISA Indireto - Antigeno PLD

Os resultados obtidos com o ELISA Antigeno PLD, Figura 1c, neste experimento demostraram que os animais do Cap
21 apresentaram valores de D.O superiores ao cap76 a partir do 7 dia de infec¢do, mantendo valores de D.O superiores ao grupo
cap76 até os 45 dias de infeccao.

Apos os 28 dias de infecgdo, 0s grupos experimentais apresentaram declinio nos valores de D.O. O grupo Controle

negativo se manteve constante, durante todo o experimento conforme Figura 1b.

3.3 Resultados do ELISA Indireto CP40
Observando o resultado do ELISA representado na Figura 1b, podemos observar que a partir do 7° dia de infecgéo, tanto
0 cap 21, como o cap 76 comegaram a se soroconverter, demonstrando positividade ao longo de 90 dias de infeccdo experimental,

mesmo apresentando uma reducao nos niveis de D.O, a partir dos 45 dias.
5
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No periodo de 28 a 45 dias os valores de D.O do Grupo cap 21 se apresentaram um pouco mais elevados que os valores
de D.O do cap 76. O controle se manteve negativo ao longo dos 90 dias do experimento.

3.4 Resultado do ELISA antigeno de membrana F3
Observamos na Figura 1d, que o resultado do ELISA com antigeno de membrana F3 apresentou valores de D.O para o
grupo cap 76 maiores que os demais grupos. A partir do 7 dia de infeccdo até os 90 dias os valores de D.O tanto do Grupo cap

21, como do cap 76 se mantiveram crescentes. O Grupo controle se manteve constante ao longo do experimento

3.5 Definicdo dos Pontos de Corte dos Testes ELISA

Os pontos de corte foram definidos através da curva ROC. Esta curva avalia a sensibilidade em fun¢do da
especificidade. Vale ressaltar que a &rea delimitada pela curva do teste ELISA indireto CP40, nos 14 dias p6s infecgéo,
demonstrou uma menor especificidade comparado com o ELISA dos demais antigenos pertencentes a este trabalho. A area sob
a curva dos antigenos BHI, PLD e antigeno de membrana foi de 1,000 cada, enquanto a &rea sob a curva do antigeno CP40 foi
de 0,903. As curvas ROC dos testes ELISA estdo demonstradas pela Figura 2. J& os valores de sensibilidade e especificidade dos

testes ELISA de acordo com seus respectivos pontos de corte, considerando o tempo 14 pés infeccdo sdo demonstrados pela
Tabela 1.

Figura 2. Curva ROC com todos os antigenos no dia 14 pds infecgéo.
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Fonte: Autores.

Tabela 1. Valores de Sensibilidade e especificidade para os testes ELISA.

Sensibilidade Especificidade Cut-off
ELISA indireto BHI 100% 100% 0,118
ELISA indireto CP40 100% 100% 0,312
ELISA indireto PLD 100% 100% 0,386
ELISA indireto F3 100% 100% 0,941

Fonte: Autores.
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A Figura 3 demonstra a variacdo de D.O dos antigenos BHI, CP40, PLD e F3, aos 14 dias apés infeccdo, onde pode-se

perceber os valores de D.O considerando animais positivos e negativos para Biofilme.

Figura 3. Variacdo de D.O. ao longo de 14 dias ap6s infeccéo.
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Fonte: Autores.

Os pontos de corte também foram definidos através da curva ROC, considerando 28 dias p6s infeccdo. Ver Figura 4.
Observa-se nessa curva do teste ELISA indireto para todos os antigenos presentes nesse trabalho, no 28°. dia p6s-
infecgdo, que a area sob a curva dos antigenos BHI, PLD, CP40 e F3 foi igual para todos (Area 1,000) e os resultados de

sensibilidade e especificidade se mantiveram iguais aos valores definidos no tempo de 14 dias p6s-infeccdo (ver Tabela 2).
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Figura 4. Curva ROC com todos os antigenos no dia 28 pés infeccéo.
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Fonte: Autores.

Tabela 2. Valores de Sensibilidade e especificidade para os testes ELISA definidos no tempo de 28 dias p6s infecgéo.

Sensibilidade Especificidade Cut-off

ELISA indireto BHI 100% 100% 0,161
ELISA indireto CP40 100% 100% 0,464
ELISA indireto PLD 100% 100% 0,821
ELISA indireto F3 100% 100% 0,946

Fonte: Autores.

Na Figura 5 podemos observar que o antigeno BHI teve pouca variagdo com relagdo aos valores de D.O
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Figura 5. Variacdo de D.O. ao longo de 28 dias ap6s infecgdo.
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3.6 Diferengas estatisticas e coeficientes de correlagao entre os testes BHI e 0os demais

Ao se avaliar pelo teste ANOVA as diferencas entre os diferentes grupos, nos diferentes tempos, encontrou-se 0S
resultados apresentados na Quadro 1, evidenciando-se diferencas estatisticamente significantes entre todos os antigenos em todos
os tempos. Empregando o teste Dunnett T bicaudal para a comparacdo dos pares (considerando o BHI como referéncia), foram

encontradas as seguintes diferengas estatisticamente significantes:
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Quadro 1. Avaliacdo estatistica evidenciando diferencas nos resultados obtidos entre BHI e demais antigenos nos diferentes

tempos experimentais.

Gl:
Dia 0:
BHI X CP40 (p=0,003)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 7:

BHI X CP40 (p=0,007)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 14:
BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 28:
BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 45:

BHI X CP40 (p=0,003)
BHI X PLD (p=0,028)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 60:
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 90:
BHI X CP40 (p=0,010)
BHI X F3 (p=0,000)

G2:
Dia 0:
BHI X CP40 (p=0,010)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 7:

BHI X PLD (p=0,026)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 14:

BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 28:

BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 45:

BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 60:

BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 90:

BHI X CP40 (p=0,017)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

G3:
Dia 0:
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 7:

BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 14:

BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 28:

BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 45:

BHI X CP40 (p=0,000)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 60:

BHI X CP40 (p=0,001)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Dia 90:

BHI X CP40 (p=0,014)
BHI X PLD (p=0,000)
BHI X F3 (p=0,000)

Fonte: Autores.

Levando-se em conta que a infeccdo foi mais intensa nos animais do grupo cap76, utilizou-se os resultados de DO
encontrados nos testes ELISA para este grupo, com os quatro antigenos utilizados, para estabelecer os coeficientes de correlacdo
entre estes resultados. Utilizando-se o teste para o coeficiente de correlagdo de Pearson, confrontou-se os resultados encontrados
com o BHI e os trés outros antigenos. Encontrou-se correlagdo positiva apenas entre os resultados obtidos pelo BHI x PLD e
BHI x F3. N&o houve correlacdo entre BHI e CP40 (Figura 6).
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Figura 6. Grafico representativo da correlacdo entre os resultados obtidos com os antigenos.
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4. Discusséao

O Antigeno BHI tem na sua composi¢do antigenos secretados de Cp e também possui proteinas do meio de cultura que
possivelmente interferem no resultado, pois nem todos tem a capacidade de induzir resposta imune. Essa caracteristica de
variabilidade de proteinas pode ser um bom parametro comparativo quando levamos em consideracdo antigenos especificos
como constantes nesse trabalho.

Segundo Rebougas et al. (2020) o antigeno de membrana F3, possui apenas componentes de superficie de membrana
presentes no Corynebacterium pseudotuberculosis. Com ele obteve resultados de sensibilidade e especificidade superiores aos
antigenos secretados BHI. Esse resultado é discordante daquele encontrado nesse trabalho, pois obteve-se resultados iguais de
sensibilidade e especificidade quando comparamos o antigeno F3 e o antigeno BHI, entretanto, é bom que seja enfatizado, que
apesar de se determinar neste trabalho os principais pardmetros que validam um teste sorol6gico, pois estes sdo necessarios para
possibilitar que se alcance os objetivos buscados, particularmente a maior seguranca para a avaliacdo da cinética da produgéo de
anticorpos que reconhecam estes antigenos ao longo de infeccBes de intensidades diferentes, este experimento utilizou uma
pequena amostragem (n=6 por grupo), o que ndo invalida os resultados encontrados, mas indica, especialmente para os antigenos
recombinantes que ainda ndo foram testados em amostras maiores de soros positivos e negativos, como o aquele com o BHI e
com a fragdo F3, ja testados em amostras que asseguram uma maior significagio estatistica.

Experimento ainda preliminar com 40 caprinos comprovadamente positivos e 40 caprinos negativos (Barral et al., 2019),
apresenta valores para PLD e CP40, quando testados isoladamente pelo teste ELISA, valores de sensibilidade e especificidade
de respectivamente de 92,5 e 97,5 (PLD) e 40 e 100% (CP40). Quando utilizadas juntas, estes valores foram, respectivamente,
95,0 e 97,5%. O teste ELISA, realizado nesse trabalho com antigeno CP40, se mostrou com sensibilidade e especificidade de
(100%), superior quando comparado com o ELISA BHI ja descrito na literatura por Carminatti et al. (2003).

A PLD ¢ considerada como o principal fator de viruléncia desta bactéria (Hodgson et al., 1999; Lipsky, et al., 1982).
Quando utilizada como antigeno especifico no teste ELISA, apresentou resultados sensibilidade 100% e especificidade100%
que quando comparado aos mesmos parametros do antigeno BHI, ja descrito na literatura com sensibilidade de 93,5% e
especificidade de 100% segundo Carminatti et al. (2003), Para este autor, este teste também mostrou ser capaz de afastar animais
que se mostrem falso positivo, além de se mostrar mais sensivel.

Autores tém demonstrado que as proteinas encontradas no sobrenadante da cultura de C. pseudotuberculosis em caldo
BHI e reconhecidas por Western Blotting tém peso molecular abaixo de 68 KDa (Braithwaite et al., 1993, Ellis, et al., 1991;
Muckle, et al., 1992). Braithwaite et al. (1993) identificaram que a extracdo de antigenos ligados a superficie da célula, por meio
do uso do detergente SDS, revelou bandas protéicas de 20 a 119 KDa, reconhecidas pelo soro de caprinos infectados. Esses
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antigenos extraidos da superficie da bactéria foram considerados como antigenos somaticos. No presente trabalho, verificou-se
que, apesar de ndo se realizar a determinacdo da fracdo protéica dos antigenos F3, os antigenos utilizados apresentaram uma
resposta de positividade e negatividade diferenciando animais infectados com Cap 21 e Cap 76 dos animais nao infectados.

Segundo Carminatti et al. (2003), utilizando como antigeno o secretado de cultura de 48 horas de crescimento de
Corynebacterium pseudotuberculosis em caldo BHI para um teste ELISA indireto desenvolvido e padronizado para o diagndstico
da LC em caprinos, obtiveram sensibilidade de 93,5%e 100% de especificidade. Resultados distintos foram obtidos no presente
trabalho, onde se obteve sensibilidade de 100% e especificidade de 100% para o ELISA indireto com antigenos BHI, F3, PLD e
CP40 em ensaios realizados individualmente.

Quanto maior a especificidade de um teste, maior a capacidade do teste positivo indicar a doenga, pois diminui a
probabilidade de falso positivo. A sensibilidade pode ser definida como a probabilidade de o teste ser positivo caso o animal
esteja doente, enquanto especificidade seria a probabilidade do teste ser negativo no animal ndo doente (Xu, et al., 1997), os
ensaios realizados no presente trabalho mostraram que os antigenos BHI, PLD, CP40 e F3, que obtiveram 100%, seguramente,
pelas amostras conhecidas utilizadas, indicaram doenca.

Dercksen et al. (2000), trabalhando com soros caprinos para um teste ELISA indireto do tipo “sanduiche”, no qual
utilizou como antigeno a exotoxina da bactéria, obtiveram sensibilidade de 94+3% e especificidade de 98+1%. No presente
estudo, verificamos resultados superiores para sensibilidade em todos os antigenos utilizados, BHI, CP40, PLD, Ag. de
membrana apresentaram 100% de sensibilidade.

Moura-Costa (2002) desenvolveram um meio sintético para possibilitar o crescimento do Corynebacterium
pseudotuberculosis ausente de proteinas exdgenas, permitindo a producdo de proteinas secretadas pela bactéria. Esse complexo
antigénico foi utilizado para padronizagdo de um teste ELISA indireto no diagndstico da doenca em caprinos e possibilitou
detectar sensibilidade de 96,8% e especificidade 98,2%. (Zerbinati et al., 2007), valores bastantes expressivos e muito préximos
daqueles aqui encontrados, levando-se em conta que 0s resultados com o referido meio foram obtidos com uma grande amostra
de caprinos positivos e negativos

No presente trabalho, constatou-se que os testes ELISA com antigeno de membrana F3, BHI e PLD e CP40 possuem
uma capacidade maior de diferenciar os grupos infectados do grupo néo infectado, concordando com os resultados obtidos por
Paule et al. (2004), que trabalhou com um antigeno denominado de TPP.

No teste ELISA indireto, utilizando o antigeno BHI ja padronizado e descrito na literatura para comparagdo com o
antigeno CP40, obtiveram-se valores de D.O. nas amostras de caprinos com sintomatologia clinica para linfadenite caseosa com
variacdo entre 0,3 a 1,3. Os valores da absorbancia nas amostras de soros negativos para a doenca oscilaram entre 0,1 e 0,3.
Resultados como esses comprovam a eficacia do antigeno CP40 utilizado para os testes ELISA indireto.

Da mesma forma que no teste ELISA indireto, utilizando o antigeno BHI ja padronizado e descrito na literatura para
comparagdo com 0 antigeno PLD, obtiveram-se valores de D.O. nas amostras de caprinos dos grupos G1 e G2 com
sintomatologia clinica para linfadenite caseosa com variagédo entre 0,3 a 1,9. Os valores da absorbancia nas amostras de soros
negativos para a doenca oscilaram entre 0,1 e 0,3.

Testou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson, confrontando-se resultados obtidos com estes antigenos com 0s
demais, nos animais do grupo 3 no 90° dia de infec¢do, portanto no grupo onde a infecgéo foi mais intensa e a doenca ja estava
em sua fase cronica, obteve-se correlagdo positiva como antigeno PLD e F3 e ndo com o CP40, o que aponta uma maior
similaridade de reconhecimento com os dois primeiros, que discorda parcialmente com os achados de Barral et al. (2019).

Os resultados obtidos com o teste ELISA realizado com a enzima SodC recombinante, embora preliminares, devido o
nimero amostral limitado, apresentou resultados bem promissores no que se refere a capacidade de discriminar positivos e
negativos, a sensibilidade e especificidade (ambas 100%) para um ponto de corte de 0,147 e uma boa distribuicao dos valores de
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DO abaixo e acima deste cut off. Infelizmente, pouco existe na literatura sobre a utilizacdo desta molécula como diagnostico,
destacando-se o trabalho recente de Mina et al. (2017), que utiliza esta enzima recombinante em ensaio imunoenzimatico ELISA

para o diagndstico de infeccdo humana pelo fungo Scedosporium.

5. Conclusoes

Frente ao protocolo experimental desenvolvido e aos resultados obtidos, conclui-se que independentemente de ser ou
ndo formadora de biofilme a resposta humoral para todos os antigenos testados se iniciou em tempos iguais.

A média dos valores de DO dos animais infectados com CAP 21 e CAP 76 ndo mostraram diferencas significativas
quando testados com o antigeno CP40, demonstrando que apesar do antigeno ter um bom desempenho para diferenciar animais
positivos de negativos, ndo demonstrou diferenca significativa com relacdo aos animais infectados com CAP21 (ndo formadora
de biofilme) e CAP76 (formadora de biofilme).

Os valores de DO dos animais infectados com CAP 21 quando testados com o teste ELISA PLD, foram maiores que 0s
animais infectados com o CAP 76, o que nos leva a crer que cepas nao produtoras de biofilme sdo mais sensiveis ao ELISA do
antigeno PLD. Isso pode ocorrer porque 0 CAP 21 pode estar produzindo mais PLD ou porque a PLD esteja sendo mais bem
apresentada pelas células apresentadoras de antigeno, tornando-as mais disponiveis.

Os Valores de DO registrados no ELISA BHI foram menores que os valores de DO dos outros testes ELISA realizados
nesse trabalho com os antigenos PLD, CP40 e F3 (antigeno de membrana), sugerindo que antigenos mais especificos possuem
uma melhor resposta para o desenvolvimento de testes de diagnéstico de Cp.

A enzima SodC de Corynebacterium pseudotuberculosis, embora testada preliminarmente e em condices de infeccbes
experimentais, com pequeno tamanho de amostras negativas, parece ser um antigeno promissor para identificar amostras
positivas e negativas.

Os resultados apontam um caminho promissor para estudos mais detalhados frente a capacidade diagndstica destes
antigenos em separado ou associados em um mesmo teste diagndstico, que podem vir a auxiliar na identificacdo de animais

positivos e talvez no grao de infeccdo do animal.
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