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RESUMO

Corynebacterium pseudotuberculosis € uma bactéria que causa a Linfadenite Caseosa
(LC) em pequenos ruminantes, promovendo reducéo da produtividade dos animais infectados.
A doenca se caracteriza pela formacdo de abscessos em nddulos linfaticos superficiais e/ou
6rgdos internos. Varios métodos diagnosticos para a LC na forma subclinica foram
desenvolvidos, mas nenhum deles com eficacia e praticidade satisfatdrias. Assim, neste
trabalho foi realizada a padronizacdo de um Teste Intradérmico de Hipersensibilidade (TI1H)
com proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis para o diagnéstico subclinico da LC em
pequenos ruminantes. Os animais utilizados nos experimentos foram avaliados através de
exames clinicos e laboratoriais, e separados em dois grupos constituidos de 10 caprinos
positivos (grupo A) e 10 caprinos negativos (grupo B) para a LC. Paralelamente, as proteinas
secretadas da linhagem bacteriana MIC6 de C. pseudotuberculosis foram extraidas através da
técnica de fracionamento em trés fases (TPP) e quantificadas pelo método de Bradford.
Posteriormente, o TIH foi padronizado e aplicado por via intradérmica na dose de 0,1mL na
regido cervical esquerda em uma area tricotomizada. Nos mesmos animais foi aplicado 0,1mL
de Tris-HCI (pH 7,4) sem as proteinas secretadas, na regido cervical direita para controle do
experimento. As mensuracdes do TIH foram realizadas com cutimetro Hauptner, antes da
inoculacdo e a cada 24h nos seis dias subsequentes. O grupo A apresentou a média geral dos
valores do TIH em todos os dias avaliados, significativamente superior ao grupo B. Nas
primeiras 24h houve um pico de reacdo, com maior evidéncia no grupo A, declinando até as
72h, com retorno a normalidade ap6s 96h da aplicagdo do TIH. Todos os controles
mantiveram seus valores semelhantes em ambos o0s grupos e ao decorrer dos dias avaliados. O
TIH padronizado para diagnéstico subclinico da LC em caprinos demonstrou resultados

promissores e serd aprimorado para utilizagdo no controle da LC.

Palavras-chave: Teste Intradérmico de Hipersensibilidade, Linfadenite Caseosa,

Corynebacterium pseudotuberculosis.



ABSTRACT

Corynebacterium pseudotuberculosis is a bacterium that can cause Caseous
Lymphadenitis (CLA) in small ruminants and consequently reduce the productivity of
infected animals. The disease is characterized by the formation of abscesses in superficial
lymph nodes and / or internal organs. Several diagnostic methods for the subclinical form of
CLA have been developed, but none of them with satisfactory efficiency and practicability.
Thus, a standardized Intradermal Hypersensitivity Test (IHT) with proteins secreted by C.
pseudotuberculosis for the diagnosis of subclinical CLA in small ruminants was developed in
this study. The animals used in experiments were evaluated by clinical examination and
laboratory assays and separated into two groups consisting of 10 positive goats (group A) and
10 negative goats (group B) for CLA. In parallel, proteins secreted from the bacterial strain
MIC6 of C. pseudotuberculosis were extracted using the technique of three-phase partitioning
(TPP) and quantified by the method of Bradford. Subsequently, the IHT has been
standardized and applied intradermally at a dose of 0.1 mL in the left cervical region in a
shaved area. In order to control the experiment it was applied 0.1 mL of Tris-HCI (pH 7.4)
without the secreted proteins in the right cervical region in the same animals. The
measurements of the IHT were performed with a Hauptner® cutimeter before inoculation and
every 24 hours in six days. Group A showed the overall mean of the values of HIT on all days
studied, significantly higher than in Group B. In the first 24 hours there was a peak of
reaction, most obviously in group A, declining until 72h, tending to normality after 96 hours
of application of HIT. All controls maintained their similar values in both groups during all
days of evaluation. The standardized IHT for subclinical CLA diagnosis in goats showed

promising results and will be improved for use in the control of the CLA.

Keywords: Intradermal Hypersensitivity Test, Corynebacterium pseudotuberculosis, Caseous
Lymphadenitis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Género Corynebacterium

O género Corynebacterium pertence ao grupo denominado CMNR inserido na classe
das actinobactérias, o qual é composto pelos géneros Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia e Rhodococcus. Este grupo é caracterizado pela organizagdo da parede celular
baseada num grande complexo polimérico de peptideoglicano, arabinogalactano e &cido
micolico, além de um alto conteido G+C no seu genoma (Dorella et al., 2006).

Este género foi originalmente criado por Lehman & Neumann (1896) para acomodar o
bacilo C. diphtheriae e algumas outras espécies patogénicas. Posteriormente, 0 grupo passou
a acomodar diversas outras espécies de bactérias que diferiam em forma, patogenicidade e
esporulacdo (Pascual et al., 1995).

Corynebacterium glutamicum é altamente utilizada na producdo de aminoéacidos,
como L-aspartato e L-lisina (Koffas & Stephanopoulos, 2005). Podem-se destacar ainda, C.
diphtheriae, agente causador da difteria e C. jeikeium, microrganismo responsavel por
infeccBes nosocomiais em humanos (Tauch et al., 2005). Outra espécie de destaque no
género, devido a sua importancia veterindria, € 0 microrganismo patogénico C.

pseudotuberculosis, agente etiolégico causador da Linfadenite Caseosa (LC).

1.1.1 Corynebacterium pseudotuberculosis: aspectos gerais e microbioldgicos

Corynebacterium pseudotuberculosis é uma bactéria Gram-positiva, parasita
intracelular facultativa, exibe formas pleomérficas que variam desde cocoides a bastdes
filamentosos e medem 0,5um a 0,6pum por 1um a 3um de tamanho. Possui fimbrias, é imovel,
ndo possui capsula e ndo esporula (Jones & Collins, 1986).

O crescimento de C. pseudotuberculosis na superficie do agar é inicialmente espacado
na superficie e, posteriormente, se organiza em coldnias opacas, de crescimento concéntrico e
de coloracéo creme alaranjado; j& em meio liquido, desenvolve-se como depdsitos granulares.
As condigdes otimas de crescimento sdo a 37°C em pH entre 7,0 e 7,2, e a anaerobiose é
facultativa (Dorella et al., 2006). Outro aspecto microbioldgico de relevancia é a hemolise
variavel que ocorre quando a bactéria é crescida em meio agar-sangue (Jones & Collins,
1986).
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Além das caracteristicas morfo-tintoriais, C. pseudotuberculosis pode ser caracterizada
por provas bioquimicas que variam consideravelmente, principalmente quanto a suas
habilidades de fermentacdo. Todas as linhagens produzem &cido, mas ndo gas, a partir de
muitas fontes de carbono, incluindo glicose, frutose, galactose, manose e sacarose (Merchant
& Packer, 1967; Buxton & Fraser, 1977; Holt et al., 1994). A bactéria é fosfolipase D e
catalase positiva, oxidase negativa e beta-hemolitica (Buxton & Fraser, 1977). A producao de
nitrato redutase foi utilizada por Biberstein et al. (1971) para distinguir o biovar equi (isolado
de eqlino e bovino; reducédo de nitrato positiva) do biovar ovis (isolado de ovino e caprino;

reducéo de nitrato negativa).

1.1.2 Fatores de viruléncia

Com relagdo aos fatores de viruléncia de C. pseudotuberculosis, o conhecimento é
escasso sobre 0s mecanismos moleculares e as bases genéticas da viruléncia. No entanto, sdo
crescentes os estudos a cerca da compreensao destes mecanismos.

Atualmente, apenas a exotoxina fosfolipase D e os lipideos da parede celular sdo os
fatores de viruléncia mais bem caracterizados.

A fosfolipase D (PLD) é considerada como o principal fator de viruléncia de C.
pseudotuberculosis, sendo caracterizada como uma potente exotoxina produzida por esta
bactéria (Lipsky et al., 1982; Hodgson et al., 1999). Esta toxina auxilia a hidrélise de ligacdes
éster de fosfolipideos da membrana de células de mamiferos, atuando como um fator de
permeabilidade que contribui para a dispersdo da bactéria do sitio inicial de infeccdo para os
sitios secundarios do hospedeiro (Carne & Onon, 1978; Coyle & Lipsky, 1982; McNamara et
al.,, 1995). A disseminacdo da bactéria por acdo da PLD pode ser explicada pela acéo
dermonecrética que a mesma exerce danificando as células endoteliais. Isto promove o
extravasamento de plasma dos pequenos vasos sanguineos da derme e 0 acesso aos vasos
linfaticos (Egen et al., 1989; Songer, 1997). Essa exotoxina € considerada leucotoxica, o que
contribui para as lesdes e a destruicdo de macrofagos de caprinos durante infeccdo com C.
pseudotuberculosis (Tashjian & Campbell, 1983). O papel da PLD na viruléncia da bactéria
evidenciou-se apos a geracdo de linhagens mutantes para o gene pld uma vez que nao foram
capazes de se disseminar e induziram uma resposta imunologica, apesar de nao totalmente

satisfatoria contra C. pseudotuberculosis (Hodgson et al., 1992).
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Os lipideos da parede celular de C. pseudotuberculosis foram descritos como
importantes fatores para a patogénese da doenca e estdo mais presentes nas linhagens mais
virulentas do que nas linhagens atenuadas (Hard, 1972; Jolly,1966). Estes lipideos de
superficie permitem a aderéncia dos microrganismos e promovem uma citotoxicidade local,
além de formarem uma camada lipidica que protege contra a acdo degradativa das enzimas
presentes no fagolisossomo do hospedeiro (Alves et al., 1997). A toxicidade do material
lipidico extraido foi demonstrada pela inducdo de necrose hemorragica apds injecédo
intradérmica em cobaias (Jolly, 1966) e, segundo Muckle & Gyles (1982), ha uma relacédo
direta entre a porcentagem de lipideos de superficie e a indugdo de abscessos cronicos.

Estudos demonstraram que um grupo de genes envolvidos com a absorgédo de ferro
tem papel na viruléncia de C. pseudotuberculosis (Billington et al., 2002). Os quatro genes
neste provavel operon foram identificados proximos ao gene pld no genoma de C.
pseudotuberculosis e designados como genes fag A, B, C e D. Por ser responsavel pela
aquisicdo de ferro nesse microrganismo, esse operon representa um importante fator de
viruléncia, por fornecer a bactéria uma maior capacidade de sobreviver a ambientes hostis,
como o intracelular. Embora ndo haja alteracdo na utilizacao de ferro por um mutante para fag
B(C) in vitro, este apresenta uma habilidade diminuida para sobreviver e causar abscessos em
cabras infectadas experimentalmente (Billington et al., 2002).

Além do conhecimento prévio destes fatores de viruléncia, pouco se sabe sobre as vias
de patogenicidade deste organismo. Com o intuito de desvendar estas vias, 0 n0sso grupo de
trabalho vem estudando o controle da expressdo génica em C. pseudotuberculosis durante a
infeccdo in vitro e in vivo, a fim de detectar novos genes provavelmente envolvidos com a
viruléncia. Estes trabalhos estdo concentrados principalmente no estudo de fatores sigma ECF
(do inglés, extracytoplasmic function) da RNA polimerase bacteriana, que sdo responsaveis
pela mudanca do padrdo de expressdo génica da bactéria em situagdes nas quais ela se depara
com condic¢des de estresse, como mudancas bruscas de temperatura ou de pH (Castro, 2009;
Pacheco, 2009).

1.1.3 Estudos com proteinas extracelulares de C. pseudotuberculosis

Os patdgenos intracelulares, como C. pseudotuberculosis podem se adaptar a
condicdes adversas ambientais, além de resistir a acdo da resposta imunolégica do hospedeiro.
Para que isso ocorra, mudancas da expressdo génica e moléculas secretadas exercem um papel
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importante para uma infeccdo de sucesso (Kazmierczak et al., 2005). Assim, pesquisas no
campo da protedmica abrangem estudos sistematicos das proteinas expressas em organismos e
auxiliam a compreensdo dos mecanismos moleculares e bioquimicos que culminam com a
instalacdo e progressdo da doenca (Matt et al., 2008).

A secrecdo de moléculas efetoras € um dos principais mecanismos de interacdo dos
patdgenos intracelulares com as células hospedeiras. Portanto, as proteinas secretadas
representam uma fracdo importante dos determinantes moleculares de viruléncia de diversas
bactérias patogénicas. Quando estas colonizam células ou tecidos de mamiferos, suas
proteinas secretadas medeiam a adesdo ao hospedeiro, com destruicdo do tecido ou
interferindo com o sistema imunoldgico. Nestas bactérias, variagdes de proteinas secretadas
entre linhagens de determinadas espécies podem indicar seus papéis na evasdo da resposta
imunoldgica (Jankovic et al., 2007).

Dessa forma, as proteinas secretadas bacterianas sdo essenciais para uma série de
aplicacdes, desde a identificacdo de enzimas até o entendimento da viruléncia do organismo
(Jankovic et al., 2007); ja que as mesmas estdo envolvidas na adesédo, invasao, multiplicacao,
evasdo do sistema imune e danos ao hospedeiro (Wooldridge et al., 2009). Caracterizam ainda
0 secretoma bacteriano, que compreende estudos de uma ampla gama de proteinas, como
receptores, adesinas, transportadores, enzimas secretadas, toxinas e fatores de viruléncia, que
sdo responsaveis pelas interacfes com o ambiente em que a bactéria se encontra (Hansmeier
et al., 2006; Hautefort et al., 2008; Yen et al., 2008).

Devido a grande importancia das proteinas secretadas, diversos estudos com este tipo
de proteina véem sendo conduzidos em C. pseudotuberculosis com o objetivo de identificar
possiveis alvos para o desenvolvimento de vacinas e testes de diagnostico, além de
caracterizar fatores de viruléncia que contribuem para a progressdo e instalacdo da LC.
Braithwaite e cols. (1993), ao extrairem proteinas do sobrenadante de uma cultura de C.
pseudotuberculosis, realizaram um SDS-PAGE seguido de Western blot, que possibilitou a
visualizacdo de sete proteinas com pesos moleculares entre 14-64 kDa, das quais cinco
reagiram com soros de caprinos infectados.

Atraves de uma idealizacdo de nosso grupo de pesquisa na UFMG, juntamente com o
grupo da UFBA, Paule et al. (2004) estabeleceram um protocolo eficiente para extracdo de
proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis baseado na técnica de fracionamento em trés
fases (TPP). Esta técnica possui um procedimento simples e eficiente para purificar proteinas,
em que a fracdo protéica é precipitada entre a interface aquosa e organica através da agdo do
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sulfato de amoénio e butanol. Verificaram ainda que as proteinas secretadas de C.
pseudotuberculosis extraidas e concentradas pela técnica de TPP, reagiram com um pool de
soros de caprinos com LC (Paule et al., 2004) e induziram uma elevada producéo de IFN- vy
em sangue de caprinos infectados com essa bactéria (Meyer et al., 2005).

A técnica de TPP, por apresentar uma boa escalabilidade, mostrou-se util para a
producdo de antigenos protéicos de C. pseudotuberculosis para estudos com diversas
abordagens, como estudos da patogenia, vacinas e diagnostico da LC. Em 2009, Seyffert e
colaboradores, identificaram 6 proteinas extracelulares reativas contra o soro de caprinos
infectados por C. pseudotuberculosis através de estratégias de imunoprotedmica, utilizando
eletroforese bidimensional (2-DE), Western blotting e espectrometria de massa.

Em 2010, Santos e colaboradores fizeram a predicéo in silico de 95 e 107 proteinas
extracelulares das linhagens 1002 e C231 de C. pseudotuberculosis, respectivamente. Para
tanto, foi utilizado o software SurfG (Barinov et al., 2009), onde a predicdo de proteinas
extracelulares é baseada na presenca de peptideo sinal e de vias classicas de secrecdo (Sec-
dependente e Sec-independente) em andlise da sequéncia genémica do organismo de
interesse.

Neste contexto, Pacheco et al. (2011) caracterizaram o exoproteoma das linhagens de
C. pseudotuberculosis 1002 (70 proteinas) e C231 (67 proteinas) que resultou em 93 proteinas
extracelulares de C. pseudotuberculosis. A caracterizacdo foi realizada pelo método de
extracdo de proteinas em trés fases (TPP) seguido de espectrometria de massas TPP/LC-MSF.
No mesmo ano, Silva (2011), baseado na técnica de eletroforese bidimensional 2-DE
associada a espectrometria de massa por MALDI-TOF-TOF, identificou 60 proteinas
extracelulares de C. pseudotuberculosis. Estes resultados validaram experimentalmente
proteinas preditas anteriormente in silico e ampliaram o banco de dados de proteinas
extracelulares do nosso grupo de pesquisa que detém 80 proteinas da linhagem 1002 e 74 da

linhagem C231 caracterizadas experimentalmente.

1.2 Linfadenite Caseosa

1.2.1 Epidemiologia e impactos

A LC é uma enfermidade prevalente em diversos paises que apresentam intensa

atividade de ovino e caprinocultura, como Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Estados
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Unidos, Canada e Brasil, (Williamson, 2001; Arsenault et al., 2003; Paton et al., 2003;
Dorella et al., 2006; Guimardes et al., 2009). O Brasil ¢ o 8° maior criador de ovinos e
caprinos do mundo com cerca de 16 milhdes e 10,3 milhdes de cabecas respectivamente. Em
2004, o Brasil exportou para a Unido Européia 300 toneladas de peles de ovinos,
contabilizando US$ 524 mil (IEA, 2005).

Em relagdo a economia, a LC é responsavel por perdas significativas relacionadas a
reducdo da produtividade (1&, carne e leite), eficiéncia reprodutiva e condenacdo de carcacas
e couro dos animais infectados, levando a grandes prejuizos econdmicos no Brasil e no
mundo (Dorella et al., 2006, Guimaré&es et al., 2009). Estima-se que 30% do rebanho nacional
brasileiro esteja acometido pela doenga. No Estado da Bahia, onde se concentra a maior parte
do rebanho nacional de caprinos (33,7%), 0 prejuizo causado pela incidéncia da doenca chega
proximo de R$ 4 milhdes de reais por ano (Oliveira, 2007). Apesar do Estado de Minas
Gerais possuir um rebanho reduzido, 84,3% dos produtores ja relataram ter problemas como
consequéncia da patologia e em andlise soroepidemiolégica da enfermidade com 205
propriedades do Estado, foi constatada uma elevada soroprevaléncia da LC de 78,9% para
caprinos e 75,8% para ovinos, demonstrando a necessidade do desenvolvimento de um teste
diagnostico precoce e eficiente ( Guimardes et al., 2009; Seyffert et al., 2009; Guimardes et
al., 2011).

1.2.2 Patogénese

C. pseudotuberculosis é capaz de infectar diversos animais, como cabras, ovelhas,
cavalos, alpacas, lhamas, bufalos, camelos, antilopes e primatas (Baird & Fontaine, 2007).
Apesar de possuir essa capacidade ampla de infeccdo em animais, atribui-se a essa bactéria
um baixo potencial zoondtico, uma vez que esteve associada a ocorréncia de 25 casos de
infeccdo humana até o ano de 2005 (Liu et al., 2005).

Em caprinos ou ovinos a transmissdo pode ocorrer por contato direto com secregdes e
por materiais contaminados pelo contelido caseoso de linfonodos ou de descargas nasais de
animais com pneumonia. A entrada da bactéria no organismo é facilitada por lesGes na pele,
contudo, pode penetrar até mesmo na pele intacta (Williamson, 2001; Dorella et al., 2006).

Apbs penetrar no organismo, a bactéria é fagocitada por macréfagos ndo ativados,
incapazes de elimina-la, que se degenerardo (Hard, 1972). Essa incapacidade de responder a
infeccdo é atribuida a auséncia de producdo de Oxido nitrico quando estimulados com

componentes antigénicos de C. pseudotuberculosis (Bogdan et al. 1997). Conseqlientemente,
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resistindo ao compartimento do fagolisossomo, as bactérias infectam outros macréfagos, e por
causar a morte destas celulas do sistema imunologico, se espalham para o linfonodo drenante
local ocasionando a formacdo de lesbes necroticas (Jones et al., 2000). A partir do inicio de
um novo ciclo de replicacdo, as bactérias conseguem colonizar os linfonodos e sobreviver,
podendo atingir diversos 6rgaos e células. A disseminagdo envolve a agdo de um determinante
de viruléncia, a exotoxina fosfolipase D (Airello et al., 2001). Na tentativa de conter e
eliminar o microrganismo, ocorre a formacao de granulomas (Jones et al., 2000).

Esta lesdo se inicia pelo aparecimento de células epitelidides substituidas
posteriormente por necrose caseosa, que vai sendo circundada por células epiteliais, linfécitos
e por uma camada de tecido conjuntivo fibroso, respectivamente. Esse processo de formagéo
do granuloma é cronico e se repete sucessivamente sobre a camada fibrosa, resultando no
aspecto macroscopico desta patologia caracterizada por uma massa esférica laminada, como
as camadas de uma cebola (Jones et al.,2000). Este processo é dependente da imunidade
adaptativa, que nesse caso € complexa e envolve tanto uma resposta humoral como uma
resposta celular mediada por Linfocitos T (Paule, 2003).

Pépin e colaboradores (1994) observaram maior quantidade de linfocitos T CD8 em
granulomas no sitio de inoculacdo em comparacdo com aqueles presentes em linfonodos
drenantes. Esta subpopulagdo esta relacionada com a atividade efetora/citotdxica, pode atuar
como supressora e aumentar com o0 amadurecimento da lesdo em relagdo a outras
subpopulacBes de linfécitos, como os CD4. Em estudos realizados durante uma infeccédo
experimental, o perfil de citocinas expressas permitiu uma correlacdo com as observacdes da
proporcdo da subpopulacdo de linfécitos presentes no granuloma (Pépin et al. 1994). Foi
constatado pelo autor que: (i) existe uma maior propor¢do de células T CD8 nos granulomas
formados no sitio de inoculacdo em comparac¢ao aos observados nos linfonodos drenantes; (ii)
0 amadurecimento das lesdes traduz-se pelo aumento relativo na proporcdo de células T CD8
e Ty em relacdo as celulas T CD4.

Nestas infeccOes é observada a predominancia dos linfocitos T CD8, que atuariam
diretamente ou como células citotoxicas, ou como ativadoras de macrofagos via IFN-y
(Kaufmann, 1993).

Em relacdo ao perfil de citocinas expressas, ha prevaléncia das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a e IFN-y principalmente no local da infeccdo (Ellis et al., 1991; Pepin et
al., 1997). Pepin et al. (1997) demonstraram em um estudo que a estimulacdo de IFN-y bem

como a formacdo de granulomas sdo independentes da presenca da PLD. Eles também
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verificaram, em estudo experimental, que a expressao de citocinas inflamatorias como IL-1p e
TNF-a foi elevada no sitio de inoculagdo, enquanto que a expressao de citocinas associadas as
ceélulas T, como IL-2 e IL-4, eram mais elevadas no linfonodo drenante. Levando em conta 0s
niveis de expressdo de citocinas Pepin et al. (1997) sugeriram que a formacgédo do granuloma
pode estar diretamente relacionada aos dois tipos de resposta Thl e Th2. E ainda, que
citocinas inflamatdrias, que apresentam niveis elevados no inicio da formagdo do granuloma,
como IFN-y, IL-2, IL-4, MCP-1 e TNF-0, sdo importantes fatores na diminui¢do da
disseminacdo da bactéria.

A resposta humoral também tem sido investigada. Cameron & Engelbrecht (1978),
demonstraram a protecdo por anticorpos, atraveés da imunizacdo passiva em camundongos
com soro de coelhos imunizados contra C. pseudotuberculosis. O efeito protetor foi associado
a capacidade dos anticorpos atuarem contra a disseminacgdo da bactéria. Em estudo realizado
por Muckle et al. (1992) foi identificado através da técnica de Western Blotting, utilizando
antigenos de parede celular, que anticorpos presentes no soro de animais infectados com C.
pseudotuberculosis reconheceram uma grande quantidade de proteinas. Entretanto apesar das
evidéncias de exacerbada resposta humoral, esta ndo foi capaz de eliminar a infecgéo.
Yozwiak & Songer (1993), observaram que a presenca de anticorpos anti-fosfolipase D antes
da infeccdo, exercem um efeito protetor, dificultando a disseminacdo da bactéria para 0s

linfonodos.

1.2.3 Tratamento e imunoprofilaxia

O tratamento da LC pode ser realizado através do uso de antibi6ticos, como também
pela drenagem e extirpagdo dos linfonodos superficiais acometidos, no entanto ambas as
estratégias ndo sdo eficientes. Na primeira, as drogas administradas ndo conseguem penetrar
na cdpsula dos abscessos e na segunda, além de ndo se obter éxito na eliminacéo da totalidade
das bactérias, quando os linfonodos e 6rgédos internos estdo acometidos, esta estratégia ndo se
aplica (Williamson, 2001). Como conseqiéncia da aplicacdo desses métodos de tratamentos,
pode ocorrer contaminagdo ambiental com o patégeno, pois um Unico abscesso pode ser capaz
de infectar todo o rebanho devido a grande quantidade de bactéria que 0 mesmo pode conter.
Portanto, o controle e a prevencdo podem ser considerados como estratégias mais viaveis
(Guimardes et al., 2009).
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Como ndo ha um tratamento efetivo contra a LC, é preconizado o uso de medidas
profilaticas com o objetivo de tentar conter essa doenca. Assim, é importante a identificacdo
dos animais infectados, impedindo que os mesmos tenham contato com 0s animais saudaveis
(Williamson, 2001, Dorella et al., 2006). Os procedimentos de manejo devem incluir a
higienizagdo de todos os instrumentos e ambientes para evitar a disseminagdo bacteriana
(galpdes, troncos de tosquia e baias) (Guimardes et al., 2009). Na aquisi¢cdo dos animais,
deve-se levar em consideracdo o histérico livre da patologia e a realizacdo da quarentena dos
mesmos (Airello et al., 2001).

Considerando os fatos mencionados, e que o tratamento da LC pode ser de alto custo e
ineficaz, uma medida preventiva ideal com um bom custo-beneficio seria a imunizacéo,
impedindo a entrada e a disseminacao do microrganismo nos rebanhos (Dorella et al., 2006).

Atualmente, ndo hd uma vacina capaz de conferir protecdo contra a infec¢do por C.
pseudotuberculosis. Existem algumas vacinas disponiveis no mercado nacional e
internacional, no entanto, as mesmas apresentam aspectos relevantes a serem considerados
guanto a possibilidade de sua utilizacdo. Nem todas as vacinas licenciadas para ovinos tém,
por exemplo, a mesma eficiéncia para caprinos e, por ndo se adequarem a todos 0S €asos,
normalmente € necessario ajustar o programa de vacinacao a cada caso (Williamson, 2001).
Os problemas do processo de imunizacdo podem também estar associados ao uso incorreto
das vacinas pelos criadores. Varios estudos mostram diferentes estratégias que vém sendo
testadas na busca por uma vacina eficiente, como o uso de bactérias atenuadas, mortas,
fragdes contendo antigenos da parede bacteriana, do sobrenadante de cultura bacteriana, uma
mistura de componentes celulares e sobrenadantes e ainda existem as vacinas de DNA
(LeaMaster et al., 1987, Holstad, 1989, Ellis et al., 1991, Eggleton et al., 1991; Costa et al.,
2011). Todas as preparagdes ofereceram certo grau de protecdo contra infeccOes
experimentais e naturais; contudo, os niveis de protecdo e a severidade das lesbes sdo
variaveis.

No Brasil, existem algumas vacinas disponiveis para uso, cComo a vacina viva atenuada
produzida a partir da cepa 1002 da C. pseudotuberculosis, desenvolvida pela Empresa Baiana
de Desenvolvimento Agricola S.A (EBDA) e a vacina Biodectin (Pfizer) que contém toxoides
purificados de Clostridium septicum, agente etiologico do edema maligno, Cl. novyi Tipo B
(hepatite necrdtica), Cl. tetani (tétano), CI. perfringens tipo D (enterotoxemia) e culturas
inativadas de ClI. chauvoei (carbdnculo sintomético) e uma fragdo do C. pseudotuberculosis e

um anti-helmintico (moxidectina). No entanto, todas essas vacinas ainda necessitam de uma
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avaliacdo quanto a sua eficacia nos rebanhos de caprinos e ovinos. A baixa freqiiéncia de
vacinacdo reflete a pouca disponibilidade comercial das mesmas (Guimarées et al., 2011 e
Seyffert et al., 2011). Com a baixa freqiiéncia de vacinacdo em MG (Guimardes et al., 2009)
infere-se que a soropositividade é indicativa de infecgdo do microrganismo.

Recentemente, Dorella et al. (2006), por meio de mutagénese aleatoria utilizando o
sistema de transposicdo baseado no TNFuZ, identificaram 34 mutantes de C.
pseudotuberculosis. Ap6s experimentos de imunizacdo observou que um desses mutantes
(CP13) apresentou 81% de protecdo em modelo murino, apos o desafio com a linhagem
selvagem, o que demonstra ser um alvo promissor para a obtencdo de uma nova vacina viva
atenuada contra a LC (Dorella, 2009). Estes dados de protecdo estdo sendo confrontados com
dados de testes pilotos realizados em caprinos, com o objetivo de verificar a manutencdo dos
indices de protecdo, bem como o surgimento de efeito colateral ocasionado pela imunizacéo
(Dorella et al., 2011).

1.2.4 Diagndstico

1.2.4.1 Diagndstico padréo-ouro

O diagnostico clinico da LC é baseado essencialmente na observacdo macroscopica
dos abscessos superficiais externos. O teste definitivo considerado como padrdo-ouro,
atualmente € realizado a partir do isolamento da bactéria diretamente do contetdo caseoso dos
linfonodos acometidos e cultivo bacterioldgico, seguido por testes bioquimicos (Ribeiro et al.,
2001; Williamson, 2001). O teste bioquimico bem estabelecido para a identificacdo de
bactérias corineformes é o sistema APl Coryne (API-bioMérieux, Inc., La Balme Iés Grottes,
France). Esse método consiste de uma bateria de 21 testes bioquimicos que podem ser
realizados entre 24 e 48 h. O sistema contém 20 tubos contendo substratos que permitem
testes para 11 enzimas (pirazinamidase, pirrolidonil arilamidase, (3-galactosidase, fosfatase
alcalina, a-glucosidase, N-acetilglucosaminidase, [-glucoronidase, reducdo de nitrato e
hidrolise de esculina e uréia) e 8 testes de fermentacdo de carboidratos (glucose, ribose, D-

xilose, manitol, maltose, lactose, sucrose e glicogénio).
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1.2.4.2 Diagndstico molecular

Na busca por estratégias envolvendo o diagndstico preciso da LC através de técnicas
moleculares, em 2002, Cetinkaya e cols. propuseram um teste baseado na reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para identificar isolados de C. pseudotuberculosis através da amplificacéo
parcial da sequéncia do gene do RNA ribossdmico 16S (16S rRNA), que é muito utilizado em
estudos taxondmicos microbianos. O objetivo deste trabalho foi avaliar a prevaléncia de LC
em caprinos e ovinos, no entanto o teste apresentou algumas limitacdes: (i) dependéncia da
cultura bacterioldgica e (ii) incapacidade de distinguir C. pseudotuberculosis de C. ulcerans.
Este fato pode ser atribuido a alta similaridade gendmica entre estas duas bactérias.

Nesse contexto, 0 nosso grupo de pesquisa do Laboratorio de Genética Celular e
Molecular (LGCM) desenvolveu um ensaio de multiplex PCR, com o intuito de obter um
diagndstico mais rapido e eficiente. A principal vantagem deste ensaio € a utilizacdo de genes
especificos para distinguir C. pseudotuberculosis de outras bactérias filogeneticamente
similares e, além disso, este teste possibilita a utilizacdo do DNA extraido diretamente de
amostras clinicas. Os genes alvos da reacdo sdo: 16S rRNA, gue é um gene conservado em
géneros bacterianos, o rpoB, gene relacionado a estudos filogenéticos de microrganismos dos
géneros Mycobacterium e Corynebacterium e o gene pld que codifica a exotoxina PLD,
principal fator de viruléncia de C. pseudotuberculosis (Pacheco et al., 2007).

Este teste demonstrou boa especificidade analitica sendo capaz de distinguir C.
pseudotuberculosis de C. ulcerans e obteve uma sensibilidade de 94,%, demonstrando a
eficacia diagnostica (Pacheco et al., 2007). No entanto, apesar deste novo método de
diagndstico ter tido sucesso, 0 mesmo apresenta limitagdes por ndo detectar 0 microrganismo

em amostras soroldgicas, ndo sendo utilizado no diagnostico subclinico da LC.

1.2.4.3 Diagnostico sorologico

Diversas estratégias sorologicas foram desenvolvidas para estabelecer um diagndstico
subclinico no combate a LC. No século XX, varios trabalhos cientificos foram publicados,
relacionados a novos métodos de identificacdo, tanto de proteinas bacterianas quanto de
proteinas do sistema imunologico, provenientes da relagdo parasita-hospedeiro.

Um dos primeiros testes foi o de soroneutralizagdo em ovinos para a identificacdo de
antitoxinas de C. pseudotuberculosis nesses animais (Carne, 1940). Em seguida, surgiram as
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primeiras provas de soro-aglutinagdo que foram sendo aperfeicoadas no decorrer dos anos
(Cameron & McOmie, 1940; Awad, 1960; Kestintepe, 1976; Burrel, 1978; Shigidi 1979;
Lund et al. 1982), bem como diversas técnicas ja existentes que foram adaptadas para o
diagnostico da LC. Dentre elas, a Imunodifusdo em gel (Shigidi, 1974; Burrel, 1980b; Nain et
al. 1984), Hemaglutinacdo indireta passiva (Shigidi, 1978), Fixacdo de Complemento
(Shigidi, 1979) e Inibicdo da hemdlise em tubo (Burrel, 1980a).

Com a finalidade de avaliar algumas técnicas de diagnosticos mencionadas, alguns
estudos comparativos foram realizados, porém os resultados foram pouco conclusivos. Shigidi
(1979) verificou que o teste de inibicdo da hemdlise era menos sensivel do que a
hemaglutinacdo indireta. Lund et al. (1982) observou alta correlagéo entre o teste de Soro-
aglutinacdo e Inibicdo da Hemolise Sinérgica.

Os primeiros testes ELISA para a deteccdo de anticorpos contra C.
pseudotuberculosis, comegaram a ser empregados no diagndéstico da LC nos anos 80, (Shen et
al., 1982; Johnson et al., 1987), j& sendo constatada uma maior sensibilidade quando
comparado com o teste de Inibicdo da Hemdlise (Maki et al., 1985). A técnica foi aprimorada,
através da utilizacdo de varios antigenos. Estudos envolvendo ELISAs indiretos contendo
componentes da célula bacteriana e proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis foram
relatados por serem relativamente eficazes em programas de controle da enfermidade (Binns
et al. 2007; Carminatti et al.,, 2003). Um teste de ELISA sanduiche com PLD foi
desenvolvido, a fim de aprimorar a acuracia do teste em relacdo aos demais ja estabelecidos
(Ter Laak et al. 1992; Dercksen et al., 2000).

J& no século XXI, foi desenvolvida uma variacdo da técnica de ELISA, voltada para
detectar interferon gama (IFN-y) como um marcador de imunidade mediada por células contra
C. pseudotuberculosis (Paule et al., 2003; Menzies et al., 2004). Esta técnica pareceu ser mais
sensivel do que o ELISA convencionalmente utilizado na detecgdo de anticorpos, além de ndo
parecer ser afetado pela vacinacdo dos animais (Dorella et al. 2006), 0 que poderia ser uma

saida para diagnosticar a LC de forma mais precisa se ndo fosse o seu elevado custo.

1.2.4.4 Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

Nesse contexto de imunidade mediada por células, alguns antigenos, quando injetados
na intraderme, induzem uma resposta inflamatéria de desenvolvimento lento, denominada

hipersensibilidade retardada, ou tipo IV, mediadas por interacbes com as células
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apresentadoras de antigenos e linfocitos T. As reacdes de hipersensibilidade retardada podem
ser consideradas como uma forma especializada de inflamacdo direcionada contra organismos
que sdo resistentes a eliminacdo por processos inflamatorios convencionais (Tizard, 20008).
Atualmente é bem padronizado o uso de um teste intradérmico para o diagnostico da
tuberculose em bovinos e experimentalmente em caprinos e ovinos contendo como antigeno a
tuberculina PPD (proteina derivada purificada) (Cyrillo, 2009; Silva et al., 2006; MAPA,
2004).

Apesar de atualmente ndo haver Teste Intradérmico de Hipersensibilidade (TIH) para
o diagnostico da LC, padronizado e aplicado em campo como o teste tuberculinico para a
tuberculose, desde o inicio do século XX, varios pesquisadores realizaram estudos visando a
elaboracdo de um TIH.

Os primeiros antigenos foram elaborados utilizando filtrados de cultura de C.
pseudotuberculosis e testados primeiramente em cobaios (Cesari, 1930) e posteriormente em
ovinos infectados e néo infectados pelo microrganismo, demonstrando positividade entre 48 e
72h (Cassamagnaghi, 1931; Cameron & McOmie, 1940; Farid & Mahmod, 1960). Carne
(1932) desenvolveu uma pseudotuberculina para o diagnéstico da Linfadenite ovina na
Austrdlia, a partir do procedimento de elaboracéo da tuberculina de Koch (1932). Em seguida,
apos varios testes em animais de campo, observou baixa especificidade nos antigenos
contidos na pseudotuberculina padronizada e consequentemente pouca adequagdo para o
diagnostico da LC. Costa Filho (1978) utilizou como antigenos do TIH, uma suspensao de
cultura bacteriana de C. pseudotuberculosis e C. pyogenes em caprinos com les@es tipicas da
LC. Posteriormente, Renshaw et al. (1979) e Brown et al. (1986) elaboraram um alérgeno a
partir de bactérias fragmentadas por sonicacdo. Langenegger et al. (1987) prepararam um
alérgeno com proteina hidrossoltvel extraida de bactérias lavadas de C. pseudotuberculosis.
Alves & Olander (1999) avaliaram o uso de um TIH em caprinos experimentalmente
vacinados e infectados com C. pseudotuberculosis, porém seus resultados foram condizentes
com os resultados de Brown et al. (1986), evidenciando a necessidade de purificacdo dos
antigenos utilizados como reagente do teste .

Apesar da praticidade e de ser potencialmente o ideal para um diagndstico subclinico
da enfermidade, os TIH desenvolvidos até entdo alem de ndo possuirem sensibilidade e
especificidade suficientes, ainda ndo apresentaram uma aplicabilidade comprovada. Assim, 0
desenvolvimento de um método mais répido e mais especifico para detectar C.
pseudotuberculosis pode ser de grande valor no diagnostico da LC.
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2 JUSTIFICATIVA

A criacdo de ovinos e caprinos no Brasil tem se desenvolvido em larga escala nos
ultimos anos, sendo classificado como 8° maior criador de caprinos e ovinos no mundo. O
rebanho efetivo de ovinos em 2010 foi de 17,4 milhdes de cabegas, com crescimento de 3,4%
frente aos 16,8 milhdes de cabecas de 2009 e o rebanho efetivo de caprinos foi de 9,3 milhdes
de cabecas, com crescimento de 1,6% comparado aos 9,2 milhdes de cabecas de 2008. (IBGE,
2010)

A prevaléncia da LC nos rebanhos brasileiros gera grandes prejuizos econdmicos, pois
é estimado que 30% do rebanho nacional estejam acometidos pela doenca (Ribeiro et al.,
2001).

Devido a inexisténcia de um de método diagnostico satisfatorio para LC,
principalmente na fase subclinica, 0 manejo eficaz dos animais é comprometido, o que
contribui para a disseminacdo da doenca. O diagndstico ideal para prevenir a proliferacdo da
enfermidade em um rebanho deve ser sensivel e especifico o suficiente para deteccdo da
mesma em fase inicial. Com a finalidade de identificar candidatos para o desenvolvimento de
testes de diagnostico, marcadores moleculares e producdo de vacinas para combater a LC,
nosso grupo de pesquisa do LGCM tem desenvolvido trabalhos utilizando diversas
abordagens: genomicas, transcriptdmicas e protedmicas. A partir desta ultima abordagem,
Seyffert e colaboradores (2009) desenvolveram um trabalho baseado em imunoprotéomica
com objetivo de identificar antigenos extracelulares que fossem reativos contra o soro de
caprinos infectados por C. pseudotuberculosis. Através de eletroforese bidimensional (2-DE),
Western blotting e espectrometria de massa foram identificados proteinas extracelulares
antigénicas de C. pseudotuberculosis. As proteinas secretadas foram descritas primeiramente
a partir de estudos envolvendo as técnicas de Western blot e ensaios de IFN-y (Paule et al.,
2003, Paule et al., 2004, Meyer et al., 2005; Reboucas et al,. 2011). Como esses antigenos
foram detectados com o uso de soro de caprinos infectados e induziram uma produgéo
elevada de IFN-y in vitro, concluimos que estas proteinas poderiam ser utilizados na
elaboracdo de testes para o diagndéstico subclinico da LC.

Dessa forma, através deste trabalho avaliamos e padronizamos um TIH com proteinas
secretadas de C. pseudotuberculosis para diagnéstico subclinico da LC em caprinos, de facil
aplicacdo, para a utilizacdo em programas de controle e erradicagdo dessa enfermidade nos

rebanhos de pequenos ruminantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar e padronizar um Teste Intradérmico de Hipersensibilidade (TIH) com
proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis para o diagnostico subclinico da LC em

caprinos.

3.2 Objetivos especificos

o Obter as proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis através do método TPP;

o Padronizar a concentracdo e a dose das proteinas secretadas a serem utilizada no TIH;

o Monitorar os animais através de testes clinicos;

o Mensurar a resposta de hipersensibilidade dos animais ao TIH padronizado;

o Comparar os resultados obtidos no TIH com o ELISA utilizado como teste padrdo de
referéncia;

o Estabelecer o ponto de corte do TIH e sua acuracia.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens bacterianas e condicdes de cultivo

A linhagem bacteriana selvagem e virulenta MIC 6 de C. pseudotuberculosis biovar
ovis fornecida pelo Dr. Roberto Meyer do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal da Bahia foi utilizada nesse projeto. A referida linhagem foi cultivada sob agitacéo
37° C em caldo “Infusdo Cérebro-Coragdo” (BHI) e em placas de BHI contendo 1,5% de &gar
bacterioldgico, conforme Pacheco et al. (2007).

4.2 Obtencao das proteinas secretadas a partir da técnica de fracionamento em trés
fases (TPP)

Para a extracdo das proteinas extracelulares, a linhagem MIC 6 de C.
pseudotuberculosis foi pré-cultivada de 12-18h, re-inoculadas (1:100) em 500 mL de meio
BHI e incubadas por 24h, sob leve agitagdo a 37°C. As culturas foram distribuidas em 10
tubos de 50 mL e centrifugadas a 4°C por 20min a 4000rpm. Os sobrenadantes foram
transferidos para um recipiente tipo Erlenmeyer, mantidos no gelo e os precipitados
bacterianos foram descartados. Aproximadamente 20mL das amostras foram filtradas com
membranas de 0.22um e transferidos para novos tubos. Em seguida, foram adicionados 69 de
sulfato de amonio na concentracdo de 30% (p/v), o pH da mistura ajustado para 4.0 e 20mL
de n-butanol foi adicionado. As solucBes foram homogeneizadas em vortex, incubadas a
temperatura ambiente por 1h, e centrifugadas a 4°C, a 2000rpm por 10min para a separa¢ao
em trés fases. A precipitacdo interfacial foi coletada e dissolvida em 0,5 mL de TrisHCI 20
mM (pH 7,4) acrescido de coquetel inibidor de proteases diluido 100X (Sigma) (Paule et al.,
2003). O extrato protéico foi concentrado através da ultrafiltracdo por diafiltracdo em agua

destilada, com membranas de 10kDa (Millipore) por 48h, e armazenado em freezer -20°C.

4.2.1 Determinacao da concentracao protéica

A quantificacdo das proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976),
através da interagdo do corante “Coomassie brilliant blue” BG-250 e as macromoléculas
protéicas (Sambrook et al.,1989). Para o ajuste da curva padrdo foi utilizada soroalbumina
(BSA). O teste foi realizado em triplicata e a leitura da absorbancia foi feita a 595nm, em

espectrofotdbmetro modelo Labtech.
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4.3 Padronizacdo do TIH

Doses de 0,1mL nas concentragdes de 1 mg/mL, 0,5mg/mL, 0,1 mg/mL e 0,05mg/mL
de proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis diluidas em solugdo de Tris-HCI 20mM (pH
7,4) foram elaboradas para realizacdo de um teste piloto em cabras. O objetivo desse teste foi
determinar a concentracdo das proteinas secretadas na dose de 0,1mL a ser utilizada para a
validagdo do TIH em animais. Da mesma forma, as doses de 0,1mL foram testadas nos

animais somente com a solucdo diluente das proteinas secretadas.

4.4  Selegdo dos animais

4.4.1 Caracteristicas da propriedade e rebanho

Os caprinos (Capra hircus) testados nesse projeto pertencem a uma fazenda destinada
a producdo de leite, situada na cidade de Bonfim em Minas Gerais. Os animais e as
instalacOes presentes na propriedade foram gentilmente cedidos pelo produtor para que o TIH
fosse testado. O rebanho néo tinha histérico de vacinagdo contra a LC.

A fazenda possui organizacdo e disposicdo adequadas aos animais, 0S quais Sdo
separados por idade em baias com espago apropriado para a retirada do leite. O capril
localiza-se em um terreno mais alto da fazenda, ensolarado, com fornecimento de &gua
potavel. O galpdo de abrigo é de madeira, com piso ripado e elevado, evitando que os animais
machuquem as patas e proporcionando o transito de funcionarios para a retirada de dejetos
dos animais, respectivamente (figura 1).

Foram avaliadas um total de 128 caprinos adultos, todos adultos, do sexo feminino e

da raca Saanen, devidamente identificadas através de correntes numeradas.
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Figura 1. Estrutura da fazenda. Baias divisoras dos animais.

4.4.2 Exames clinicos

Todos os animais foram submetidos ao exame clinico, com avaliacdo do estado geral,

coloragé@o de mucosas conjuntivais e funcdes vitais (Silva et al., 2006).

4.43 Exame sorologico

4.4.3.1 Coleta de sangue

Com o auxilio de um funcionario da fazenda imobilizando as cabras, foram coletados
5mL de sangue em tubos a vacuo sem anticoagulante através de puncéo da jugular (figura 2).
Os 128 tubos contendo as amostras de todos os animais e corretamente identificados foram
armazenados em caixa de isopor em posicéo inclinada para facilitar o processo de coagulacéo
sanglinea, com temperatura estavel. Em seguida, as amostras foram transportados para Belo
Horizonte, por cerca de 1 hora e no laboratorio, foram centrifugadas por 10 min a 3.000 rpm
para a separacdo total do soro e do coagulo.Os soros foram retirados e aliquotados em
duplicata de microtubos de 2mL, corretamente identificados e armazenados em freezer a -
80°C para a realizacdo dos exames sorologicos.
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Figura 2. Coleta a vacuo de sangue por puncdo de jugular.

4.43.2ELISA

Para a triagem dos animais, foi utilizado o método imunoenzimatico ELISA (Enzime-
linked immunossorbent assay) com o objetivo de realizar o diagndstico soroldgico da LC,
conforme protocolo de Carminati et al. (2003) adaptado por Seyffert et al. 2010.

Microplacas de poliestireno de 96 cavidades (Nunc-ImmunoTM Plate PolySorpTM
Surface, NUNCTM Brand Products) foram sensibilizadas com proteinas secretadas diluidas
1:100 em tampéo carbonato bicarbonato pH 9,6 e mantidas a 4°C por 15h. Em seguida, as
placas foram lavadas trés vezes com tampdo salino fosfato pH 7,4 acrescido de Tween 20
0,05% (PBS-T) e bloqueadas com leite em pd desnatado 0,25% por 1h a 37°C. Apds trés
lavagens com PBS-T, os soros coletados dos animais na triagem foram diluidos 1:100 em
PBS-T e adicionados as placas em duplicata. As amostras foram incubadas por 1h a 37°C e,
apos nova lavagem das placas, foi adicionado o soro anti-igG total de caprinos conjugado com
peroxidase (Sigma) diluido em PBS-T, 1: 30.000 e incubado por mais 1h a 37°C. Ap0s cinco
lavagens com PBS-T, foram adicionados 50uL da solugdo reveladora, contendo o substrato
ELISA-OPD (ortofenilenodiamina) Peroxidase (Sigma), tampéo Citrato - Fosfato e peroxido
de hidrogénio a 30%. A placa foi em seguida incubada por 15min a temperatura ambiente em

local escuro. Em seguida, foi adicionado 25 pL de solucdo de parada, composta de &cido
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sulfarico 5%. A leitura da densidade Optica foi realizada a 490nm em espectrofotdmetro —
Labtech LT-4000.

45 Aplicacéo do TIH

Os TIH foram aplicados em todos os animais selecionados por via intradérmica, na
concentracdo de 0,1 mg/mL de proteinas totais hidrossoliveis, em dose de 0,1 mL na regido
cervical esquerda, em &rea previamente tricotomizada com cerca de 4 cm? e higienizada com
alcool 70% (Figura 3) O TIH foi inoculado no centro da &rea tricotomizada com seringas
Macclintock® utilizadas para tuberculinizacdo em bovinos. Nos mesmos animais, foi
aplicado 0,1mL do tampé&o diluente sem as proteinas secretadas na regido cervical direita para
controle do experimento. Todos os procedimentos foram realizados sob certificado nimero
160/07 do Comité de Etica e Experimentacio Animal (CETEA) da UFMG (anexo).

Figura 3. Regido cervical tricotomizada

4.6 Monitoramento dos animais hipersensibilizados

4.6.1 Exames clinicos

Apo6s a aplicacdo do TIH, todos os animais foram submetidos ao exame clinico
novamente, com avaliagdo do estado geral, coloracdo de mucosas conjuntivais e funcoes
vitais (Silva et al., 2006).
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4.6.2 Mensuracdo da espessura da pele

A leitura da espessura da dobra de pele foi realizada com um cutimetro de mola, marca
Hauptner® antes da inoculagdo e a cada 24h por 6 dias consecutivos ap6s aplicacdo do TIH

na regiao cervical esquerda e do teste controle na regido cervical direita (Figura 4).

A
LA AN \\'

Figura 4. Mensuracéao da espessura da dobra de pele com cutimetro de Hauptner®
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4.7 Andlise estatistica

Para avaliar a influéncia do momento de leitura (intragrupo) como o tratamento
proposto em relagdo a cada distingdo dos grupos conforme diagnosticado pelo ELISA, os
dados foram submetidos inicialmente & analise de variancia com o teste pés ANOVA,
Kruskal-Wallis, usado para comparar varias amostras independentes. Para avaliar a influéncia
para ambos os grupos para cada momento de leitura (intergrupo), os dados foram submetidos
a analise de variancia com o teste pos teste t, Man-Whitney que é utilizado para a comparagéo
de dois grupos independentes.

Para os resultados de distribui¢do foi considerado o nivel de significancia de 5% de
acordo com Sampaio (2002). Os dados foram tabulados e processados no programa Microsoft
Office Excel 2007 e Graph Pad-Prism 5 Demo.

Foram estabelecidos os intervalos de confianca de 95% para todos os tempos da leitura
(Oh, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h), em cada tratamento para avaliar as respostas de
hipersensibilidade tardia do tipo IV do TIH e as reagdes mecanicas provocadas pelo teste
controle, com o objetivo de padronizar os valores da espessura da pele esperados para 0s
Grupos A e B.

O calculo do ponto de corte foi adaptado de Reboucas et al. (2011) para um intervalo

de confianca de 95% e para um “n” amostral de 10 animais por grupo.
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5 RESULTADOS

5.1 Proteinas secretadas extraidas e determinacgédo da concentracao e dose

A média do rendimento da extracdo de proteinas secretadas através da técnica de
fracionamento em trés fases (TPP) foi de 4,5 mg/L de meio liquido BHI.

No experimento piloto foi estabelecido um TIH constituido de uma menor
concentracdo reagente, que foi a de 0,1 mg/mL de proteinas totais hidrossollveis em Tris-
HCI, em dose de 0,1 mL por teste (MAPA, 2004). Uma vez que foi utilizado para suspensédo
das proteinas utilizadas no TIH, o Tris-HCI passou a ser aplicado como teste controle, uma
vez que ndo foram observadas reacOes adversas quando o mesmo foi inoculado

intradermicamente nos animais.

5.2 Divisdo dos grupos experimentais

5.2.1 Avaliacdo clinica dos animais

Durante o experimento, 0s animais testados ndo apresentaram alteracGes notaveis nas
mucosas aparentes ou no estado geral. As fungdes vitais mantiveram-se dentro dos limites
fisiologicos de variagcdo estabelecidos para a espécie caprina em todo o periodo do estudo

(Silva et al., 2006). As lesdes tipicas da LC ndo foram observadas nos animais externamente.

5.2.2 Triagem soroldgica dos animais

Dos 128 animais testados pelo ELISA, 73 foram diagnosticados como soropositivos
para LC, representando uma taxa de 57,1% na fazenda testada. Na figura 5 estdo
representados as médias e desvios padrdo dos valores de Densidade Optica (DO) obtidos no
ELISA para os animais diagnosticados como positivos e negativos (Ponto de corte: 0,316)
(Reboucas et al., 2011).

Para compor o Grupo A, foram selecionados aleatoriamente 10 animais que

apresentaram o resultado positivo no ELISA (margem de erro de 20% acima do valor de ponto

35



de corte) e para compor o Grupo B foram selecionados aleatoriamente 10 animais daqueles
que apresentaram o resultado negativo no ELISA.

0.930+ -1
0.775+

0.620-

D.O.

0.465+
0.310+

0.155+

0.000 T T
Positivo Negativo

Figura 5. Representacdo gréfica das médias e desvios padrdo dos valores de DO. obtidos no ELISA. Os valores
das médias e desvios padréo foram de "0.516 + 0.165" para os 73 animais soropositivos e "0.197 + 0.065” para

0s 55 animais soronegativos. *(P<0,05). Programa: GraphPad Prism Demo5.

5.3 Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

Os resultados do Teste Intradérmico de Hipersensibilidade realizados nos grupos A e

B estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1. Mensuracao da espessura da pele de dez caprinos positivos para a Linfadenite Caseosa no ELISA antes e ap06s a aplicacdo do Teste Intradérmico de Hipersensibilidade.

Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
GRUPO (a.i.) (p.i.) (p.i) (p.i) (p.i) (p.i.) (p.i)
TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIHf ctf Resultados
Média 2,71 2,63 5,21 2,81 4,13 2,69 3,25 2,65 2,59 2,46 2,52 2,46 2,58 2,41 250 0,18 2,32
A DP 0,50 0,52 0,82 0,34 0,59 0,16 0,37 0,16 0,25 0,25 0,30 0,27 0,30 0,23 101 0,34 0,99
ICi 1,46 -0,17 1,30
ICs 354 0,53 3,34

IC i = intervalo de confianca inferior (95%); IC s = intervalo de confianga superior (95%).

DP = desvio padréo.

a.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacdo, antes da inoculacéo.

p.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacéo, apos a inoculagéo.

TIH = Teste Intradérmico de Hipersensibilidade — com as proteinas do secretoma de C. pseudotuberculosis
ct = controle — Solucdo tampéo TrisHCI aplicada na regido cervical direita como controle do teste.

TIH f = diferenca final da espessura da pele em mm (entre 24h e Oh), no local da aplicagéo do TIH.

ct f = diferenca final da espessura da pele em mm (entre 24h e Oh), no local da aplicagdo da solucéo controle.
“ Valores negativos sdo estatisticamente iguais a zero.

h=horas
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Tabela 2. Mensuragdo da espessura da pele de dez caprinos negativos no ELISA para a Linfadenite Caseosa antes e ap6s a aplicacdo do Teste Intradérmico de
Hipersensibilidade.

Teste Intradérmico de Hipersensibilidade
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h
GRUPO (a.i) (p.i.) (p-i) (p.i.) (pi) (pi) (pi)
TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIHf ctf Resultado
Média 246 244 370 256 327 260 277 244 235 23 230 234 236 2,39 1,14 0,16 0,98

B DP 018 011 057 036 054 021 056 019 014 016 0,09 010 013 014 063 035 0,78
ICi 0,69 -0,09" 0,42
ICs 1,59 041 1,54

IC i = intervalo de confianga inferior (95%); IC s = intervalo de confianca superior (95%).

DP = desvio padro.

a.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacéo, antes da inoculagéo.

p.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplica¢do, ap6s a inoculagéo.

TIH = Teste Intradérmico de Hipersensibilidade — com as proteinas do secretoma de C. pseudotuberculosis
ct = controle — Solucdo tamp&o TrisHCI aplicada na regido cervical direita como controle do teste.

TIH f = diferenga final da espessura da pele em mm (entre 24h e Oh), no local da aplicacéo do TIH.

ct f = diferenca final da espessura da pele em mm (entre 24h e Oh), no local da aplicacdo da solucdo controle.
“ Valores negativos sdo estatisticamente iguais & zero.

h= horas
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A reacdo de hipersensibilidade mensurada apds a aplicacdo do TIH revelou um
aumento da espessura da pele estatisticamente diferente nos grupos avaliados. Houve uma
maior reacdo de hipersensibilidade, com aumento significativo de mensuracao da espessura da
pele no grupo de cabras diagnosticadas sorologicamente como positivas para a LC (grupo A),
em relacdo ao grupo de cabras diagnosticadas sorologicamente como negativas para a LC
(grupo B) (Tabelas 1 e 2).

Quando comparamos a reacdo de hipersensibilidade ocasionada pelo TIH com a
reacao provocada pela inoculagédo da solucao controle (ct) nos mesmos animais, observamos
que os grupos (A e B) apresentaram 0 aumento da espessura da pele ap6s a aplicagdo do TIH
estatisticamente significativo quando comparado as reacBes mecanicas provocadas pela
inoculacdo da solucdo controle (ct) em todos os animais (Tabelas 1 e 2).

Os valores médios dos aumentos da espessura de pele de todos os caprinos apés a

aplicacdo do TIH e pelo ct estdo apresentados na Tabela 3 e representados na Figura 6.

Tabela 3. Valores médios gerais do aumento da espessura de pele dos caprinos apds aplicacdo do TIH

Grupo TIH (mm) ct (mm)

Média 3,38° 2,58°

A )
ICi 3,17 2,46
ICs 3,59 2,70
Média 2,79 2,46"

B )
ICi 2,63 2,36
ICs 2,94 2,56

Médias com letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica entre 0s grupos
(p<0,05). Grupo A: animais diagnosticados como soropositivos para a LC no ELISA — Grupo B: animais
diagnosticados como soronegativos para a LC no ELISA

TIH= Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

IC i = intervalo de confianga inferior (95%);

IC s = intervalo de confianca superior (95%).
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Figura 6. Valores médios gerais do aumento da espessura da dobra de pele obtidos pela reacdo ao Teste
Intradérmico de Hipersensibilidade em relagdo ao controle. Grupo A: caprinos soropositivos para LC; Grupo B:
caprinos soronegativos para LC (p < 0,05).

Quando consideramos as reacdes de hipersensibilidade ocasionadas pela aplicacédo do
TIH em relacdo aos momentos de leitura, no grupo A foi evidente o aumento relativo da
espessura da pele com magnitude maxima as 24h, apds a aplicacdo do TIH, e permanéncia até
48h apos a aplicacdo do TIH. Entre os demais momentos de leitura neste mesmo grupo (Oh,
72h, 96h, 120h, 144h), ndo houve diferenca significativa nas leituras. No Grupo B, houve uma
mensuracao relativa mais evidente ap6s 24h da aplicacdo do TIH e ndo houve diferenca
significativa entre os demais momentos de leituras (Figura 7 e Tabela 4).

Ao compararmos as mensuragdes obtidas pela reacdo ao TIH de ambos 0s grupos, em
cada momento de leitura, observamos que ha diferenca significativa entre os valores obtidos
entre 24h, 48h e 96h apds a aplicacdo do teste. Nos demais momentos, Oh, 120h e 144h, ndo
houve diferenca significativa da mensuracdo do teste entre os grupos avaliados (Figura 7 e
Tabela 4).
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Tabela 4. Mensuracdo relativa da espessura de pele de caprinos apés a aplicacdo do TIH nos dois grupos
experimentais

Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

Grupo

oh
@i

24h 48h 72h 96h 120h 144h
(p.i) (p.i) (p.i) (p.i) (p.i) (p.i)

A 2,71+0,50*8

5,21+0,82*4,13+0,59** 3,25+0,37**® 2,59+0,25*® 2,52+0,30*® 2,58+0,30*®

B 2,46+0,18*BC 3 70+0,57°4 3,27 +0,54**8 2 77+0,56"AC 2,35+0,14°C 2,30+0,09*C 2,36+0,13*C

Médias com letras minasculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre os grupos dentro
do momento de leitura (p<0,05).

Médias com letras maiusculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre 0s momentos de
leitura dentro de cada grupo (p<0,05).

Grupo A: animais diagnosticados como soropositivos para a LC no ELISA — Grupo B: animais diagnosticados
como soronegativos para a LC no ELISA.

h: hora

a.i.: antes da inoculacdo do TIH
p.i.: apos a inoculacdo do TIH

min

5.5
5.0
45
4.0
3.5
3.0

2.5

2.0
1.5

24h 48h 72h 96h 120h 144h

Momento da leitura

=o—(Grupo A =—o—GrupoB

Figura 7. Valores médios relativos da espessura da pele dos caprinos ap6s a aplicagdo do TIH nos dois grupos
experimentais. Grupo A: caprinos soropositivos para LC; Grupo B: caprinos soronegativos para LC. Médias com
letras minGsculas diferentes, comparando as linhas vermelha e azul, indicam diferenca estatistica entre os grupos
dentro do momento de leitura (p<0,05). Médias com letras maiusculas diferentes, nas linhas de mesma cor,
indicam diferenca estatistica entre os momentos de leitura dentro de cada grupo (p<0,05).
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Ao avaliarmos os valores do aumento relativo da espessura da pele apos a aplicagdo do
teste controle (ct) observamos que ndo houve diferenca significativa no aumento da espessura
da pele em todos os momentos de leitura avaliados nos grupos experimentais (Figura 8 e
Tabela 5).

Quando consideramos as mensuracgdes entre os grupos diferentes para cada momento
de leitura, também n&o houve diferenca significativa entre as mensuracfes apds a aplicacdo

do teste controle (ct) (Figura 8 e Tabela 5).

Tabela 5. Mensuracdo relativa da espessura de pele de caprinos apds a aplicacdo do TIH sem as proteinas
secretadas nos dois grupos experimentais

Momento de leitura - ct

Grupo oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h

(ai) (p.i.) (p.i) (p.i) (p.i.) (p.i) (p.i)

A 2,63+0,52** 2,81+0,34** 2,69+0,16** 2,65+0,16** 246+0,25*" 246+0,27** 2,41+0,23**

B 2,44+0,11** 2,56+0,36** 2,60+0,21** 2,44+0,19** 2,35+0,16*" 2,34+0,10** 2,39+0,13**

Médias com letras minGsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre os grupos dentro
do momento de leitura (p<0,05).

Médias com letras maiusculas diferentes, na mesma linha, indicam diferencga estatistica entre 0s momentos de
leitura dentro de cada grupo (p<0,05).

Grupo A: animais diagnosticados como soropositivos para a LC no ELISA — Grupo B: animais diagnosticados
como soronegativos para a LC no ELISA.

h: hora

a.i.: antes da inoculagdo do TIH sem as proteinas secretadas

p.i.; apds a inoculagdo do TIH sem as proteinas secretadas
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Figura 8. Valores médios relativos da espessura da pele de caprinos no local de aplicagdo do TIH sem as
proteinas secretadas nos dois grupos experimentais. Grupo A: animais soropositivos para a LC. Grupo B:
animais soronegativos para a LC. Médias com letras minusculas diferentes, comparando as linhas vermelha e
azul, indicam diferenca estatistica entre os grupos dentro do momento de leitura (p<0,05). Médias com letras
mailsculas diferentes, nas linhas de mesma cor, indicam diferenca estatistica entre os momentos de leitura
dentro de cada grupo (p<0,05).
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Como o Teste Intradérmico de Hipersensibilidade (TIH) e o teste controle (ct), foram
aplicados nos mesmos animais dos dois grupos experimentais, foi possivel obter os valores

absolutos médios das diferencas entre os testes aplicados (Tabela 6 e Figura 9).

Tabela 6. Mensuracdo absoluta da espessura de pele de caprinos apds a aplicacdo do TIH nos dois grupos
experimentais

Momento de leitura - Diferenca entre TIH e ct

Grupo oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h

(i) (p.i) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.)

A 0,08+0,14*® 2,40+1,00*" 1,44+0,60** 0,60+0,31**0,13+0,27*8  0,06+0,20*® 0,17+0,27*E

B 0,03+0,15*%€ 1,01+0,72°*0,72+0,39"*® 0,30+0,43**€ 0,02+0,18*"  0,05+0,10*" 0,03+0,12%¢"

Nota: Médias com letras mindsculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre os grupos
dentro do momento de leitura (p<0,05).

Médias com letras maiusculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre 0s momentos de
leitura dentro de cada grupo (p<0,05).

Grupo A: animais diagnosticados como soropositivos para a LC no ELISA — Grupo B: animais diagnosticados
como soronegativos para a LC no ELISA

" Valores negativos so estatisticamente iguais & zero

h: hora
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Figura 9. Valores absolutos médios da espessura da pele de caprinos. Diferenga entre os valores relativos do
TIH e ct aplicados nos mesmos animais para 0s dois grupos experimentais. Grupo A: animais soropositivos para
a LC. Grupo B: animais soronegativos para a LC. Médias com letras minUsculas diferentes, comparando as
linhas vermelha e azul, indicam diferenca estatistica entre os grupos dentro do momento de leitura (p<0,05).
Médias com letras mailsculas diferentes, nas linhas de mesma cor, indicam diferenca estatistica entre os

momentos de leitura dentro de cada grupo (p<0,05).
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Para obtenc&o dos valores absolutos finais da mensuracdo do aumento da espessura da
pele, os valores obtidos com a subtracdo do TIH e controle (Tabela 6 e Figura 9) foram

subtraidos do valor da mensuracédo da espessura da pele antes da aplicacdo do teste (Oh).

Tabela 7. Mensuracédo absoluta final da espessura de pele de caprinos apés a aplicagdo do TIH nos dois grupos
experimentais

Momento de leitura - Diferenca entre TIH e ct e Oh

Grupo 24h 48h 72h 96h 120h 144h
(v.f) (v.f) (v.f) (v.f) (v.f) (v.f)
A 2,32+0,99** 1,36+0,54** 0,52+0,31**8  0,05+0,20*B -0,02+0,15*%"  -0,09+0,22%*"

B 0,98+0,78°~ 0,60+0,36" 0,27+0,36**® -0,05+0,16*5" -0,08+0,13*8"  -0,06+0,15*%"

Nota: v.f.= valor final da diferenca entre THI e ct e valores p.i. e a.i.

Médias com letras minasculas diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca estatistica entre os grupos dentro
do momento de leitura (p<0,05).

Médias com letras maiusculas diferentes, na mesma linha, indicam diferenca estatistica entre 0s momentos de
leitura dentro de cada grupo (p<0,05).

Grupo A: animais diagnosticados como soropositivos para a LC no ELISA — Grupo B: animais diagnosticados
como soronegativos para a LC no ELISA

" Valores negativos so estatisticamente iguais & zero

h: hora
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Figura 10. Representacdo grafica dos valores absolutos finais do aumento da espessura da pele em cada
momento de leitura. Célculo a partir da diferenca entre o valor absoluto das mensura¢des da espessura da pele
(TIH — ct) de cada momento de leitura e a média do valor da espessura da pele antes da inoculagéo (a.i.) do TIH.
Médias com letras mindsculas diferentes, comparando as linhas vermelha e azul, indicam diferenca estatistica
entre 0s grupos dentro do momento de leitura (p<0,05). Médias com letras maiusculas diferentes, nas linhas de
mesma cor, indicam diferenca estatistica entre os momentos de leitura dentro de cada grupo (p<0,05).

5.4 Acuréaciado TIH

O ponto de corte foi estabelecido para 0 momento de leitura de 24h, o qual apresentou
valores de maior diferenca significativa apds a aplicacdo do teste. Este calculo foi realizado a
partir do valor absoluto final da espessura da pele (Tabela 7 e Figura 10) e baseado em
Reboucas et al., (2011) e instru¢Bes normativas para o Teste Cervical Simples Tuberculinico
(MAPA, 2004).
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Figura 11. Ponto de corte estabelecido para 24h ap6s a aplicagdo do TIH. (Grupo A: animais diagnosticados
como positivos para a LC no ELISA — Grupo B: animais diagnosticados como negativos para a LC no ELISA).
A linha continua indica o ponto de corte calculado para o TIH em 24 horas (1,50 mm). *P<0,05.

Com o estabelecimento do ponto de corte de 1,50mm, a partir do valor absoluto final
da espessura da pele, dos 10 animais do Grupo A, diagnosticados como positivos para a LC
através do ELISA, 7 animais foram diagnosticados como positivos para a LC no TIH. Ja para
0 Grupo B, dos 10 animais diagnosticados como negativos para a LC através do ELISA, 8
animais foram diagnosticados como negativos para a LC através do TIH, apresentando
mensuracdes da pele inferiores ao ponto de corte estabelecido (Figura 12).

O TIH apresentou 70% de sensibilidade e 80% de especificidade, em relagdo ao
diagnostico soroldgico por ELISA, com 3 resultados falso-positivos e 2 resultados falso-

negativos, conforme apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8. Validacdo dos parametros do TIH em relagdo a triagem realizada por ELISA nos animais submetidos
ao teste.

Parametros Resultado por cabra
TIH verdadeiros positivos 7
TIH verdadeiros negativos 8
TIH falso positivos 3
TIH falso negativos 2
Ponto de corte 1,5mm
Sensibilidade 70%
Especificidade 80%
Total de animais testados 20
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6 DISCUSSAO

O TIH ¢ baseado no principio de que, quando alguns antigenos sdo injetados na pele,
induzem uma resposta inflamatoria de desenvolvimento lento, denominada hipersensibilidade
retardada, ou tipo IV, mediada por interagdes com as células apresentadoras de antigenos e
linfocitos T. Estas respostas podem ser consideradas como uma forma especializada de
inflamacéo direcionada contra organismos que sdo resistentes a eliminacdo por processos
inflamatorios convencionais (Tizard, 2008). Testes baseados em reac¢fes cutaneas positivas de
hipersensibilidade retardada podem ser obtidos em quaisquer doencgas infecciosas, nas quais a
imunidade mediada por células tem um papel significativo.

Os estudos para o diagnostico subclinico da LC através do TIH comecaram na Franca,
quando Cesari (1930) inoculou 0,2mL do filtrado de “culturas velhas” de Corynebacterium
pseudotuberculosis (antigamente denominado bacilo de Preisz-Nocard) no cochim plantar de
cobaias, que foram anteriormente infectados com o mesmo microrganismo vivo. Em seguida,
uma reacdo de hipersensibilidade local semelhante a reacdo de hipersensibilidade provocada
pela tuberculina foi verificada em cobaios com tuberculose. O alérgeno inoculado foi
denominado pelo autor como “Preisznocardina” e sugeriu que este teste fosse utilizado para
diagnosticar a LC em ovinos. Posteriormente, diversos TIH foram elaborados para o
diagnostico da LC em pequenos ruminantes, como mencionado no item 1.2.4.4, porém esses
estudos ndo apresentaram acuracia e aplicabilidade comprovadas. Para esses pesquisadores,
0s antigenos protéicos e os métodos de extracdo eficazes foram um desafio na elaboracdo do
TIH.

No desenvolvimento de um TIH para o diagnostico subclinico da LC, os reagentes dos
testes intradérmicos descritos por Cassamagnaghi (1931) e Carne (1932) foram obtidos com a
utilizacdo de vela de Chamberland L3 para filtrar a cultura de Corynebacterium
pseudotuberculosis apds longo periodo de incubacdo. Esta mesma vela foi testada por
Linhares (1944) em um estudo com a lepra murina, e foi concluido que o agente causador
desta enfermidade, Mycobacterium leprae que possui de 0,2um a 0,5um de largura por 1 a
8um de tamanho (Goulart et al., 2002), foi capaz de passar por esta vela utilizada como filtro.

Camerom & McOmie (1940) e Farid & Mahmoud (1960) apesar de terem utilizado o
filtro Seitz EK, capaz de filtrar diametros entre 0,5 e 0,8um (Seitzschenk, 2002), também
utilizaram um longo periodo de incubacdo de Corynebacterium pseudotuberculosis. Nestes
estudos relatados, os antigenos utilizados no TIH podem apresentar produtos decorrentes do
catabolismo bacteriano gerado pelo longo periodo de incubacdo a que sé@o submetidos, assim
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como toxinas e fragmentos citoplasmaticos e da parede bacteriana (Langenegger et al.,1987)
que provavelmente ndo foram retidos pelos métodos de filtracdo empregados.

Costa Filho (1978) utilizou como antigenos do TIH, uma suspensdo bacteriana de
Corynebacterium pseudotuberculosis e Corynebacterium pyogenes fenolisada a 5% com 1,2 X
10° de bactérias, evidenciando uma inespecificidade do teste quanto & distingdo da linhagem
causadora da LC e a metodologia aplicada.

Langenegger et al. (1987) desenvolveram um antigeno para um TIH, denominado por
Linfadenina, que consistia de proteinas hidrossollveis, extraidas a partir de células lavadas de
C. pseudotuberculosis, obtidas através de cultura de 5 dias em caldo de soja triptica. A massa
bacteriana foi suspensa em &gua destilada, em seguida foi autoclavada e centrifugada. O
sobrenadante foi precipitado para a concentracdo final de 4% em solucdo de &cido tricloro-
acetico e posteriormente concentrado por sifonagem apds decantacdo e centrifugacdo. A
massa de proteina foi dissolvida com acido tricloroacético e hidrogenofosfato de potassio. Em
seguida, foi redissolvida em solucdo de fosfato de sddio com pH 9,0 e diluida em tampéo
glicero-fenicado com pH 7,0. Este tampéo de diluicdo ndo foi testado sozinho nos animais
para que fosse avaliada sua reatividade. Similarmente, a tuberculina preparada por Koch
(1932) também possuia glicerina, que foi retirada atualmente da preparacdo contendo
derivado protéico purificado (PPD) (Bubniak, 2000). Em um teste piloto realizado pelo nosso
grupo de pesquisa, Dorella e colaboradores (dados ndo publicados) utilizaram uma solugéo a
base de glicerol em um teste de imunizacdo, mas o mesmo foi descartado por causar forte
reacao na pele dos caprinos testados.

Alves & Orlander (1999) utilizaram a mesma metodologia de Brown et al. (1986) para
a obtencdo de antigenos a serem utilizados no TIH. Esta metodologia foi baseada no cultivo
de C. pseudotuberculosis por 48h em meio BHI seguido da centrifugacdo a 6000 rpm por 30
minutos. Porém, ao invés de utilizarem o sobrenadante filtrado como nos outros trabalhos,
utilizou o pellet aguecido a 100°C, suspendido em salina e adicionado azida sodica.
Posteriormente, a solucdo foi sonicada em prensa celular Francesa a 20.000 psi até que se
tornasse viscosa. Ambos os trabalhos evidenciaram a ineficiéncia do reagente utilizado no
TIH, devido aos compostos de células fragmentadas de C. pseudotuberculosis contendo uma
vasta quantidade de antigenos como componentes da parede celular e citoplasma. Relataram
ainda a presenca de reacOes inespecificas, sugerindo a purificacdo dos antigenos a serem

utilizados no teste de pele.
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No presente trabalho foi utilizada a técnica de fracionamento em trés fases (TPP). Essa
metodologia estd bem padronizada para a obtencdo de proteinas secretadas de C.
pseudotuberculosis, que sdo utilizadas como antigeno no ELISA indireto para o diagnéstico
da LC, em ensaios de interferon gama e em estudos de identificacdo e caracterizacdo do
secretoma de C. pseudotuberculosis (Paule et al., 2003; Carminati et al., 2003; Seyffert et al.,
2009; Pacheco et al., 2011). Através deste trabalho, as proteinas secretadas de C.
pseudotuberculosis foram pela primeira vez utilizadas na padronizacdo de um TIH e
apresentaram resultados promissores, como desencadeadoras da reacdo de hipersensibilidade
(Tabela 3 e Figura 6), quando comparadas com antigenos utilizados em outros TIH
anteriormente desenvolvidos.

Os caprinos que foram testados experimentalmente com o TIH e com a solucdo
controle ndo apresentaram alteracdes em suas fungdes vitais normais. Este comportamento
pode ser atribuido ao fato de o TIH ser baseado em uma reacdo de hipersensibilidade tardia
(tipo 1V), que geralmente ndo apresenta manifestagdes sistémicas, sendo caracterizada
somente por uma resposta inflamatdria no local da aplicacéo do teste (Tizard, 2008).

Apbds um experimento piloto em caprinos para a determinacdo da quantidade de
proteinas secretadas a ser utilizada no TIH, a menor concentracdo que obteve reacdo
significativa foi selecionada (0,1mg/mL) e a dose estabelecida foi de 0,1mL, equivalendo ao
que é preconizado pelo MAPA (2004) para o teste tuberculinico. Com relacdo a quantificagcdo
das proteinas do TIH, de todos os trabalhos realizados, somente Langenengger et al. (1987)
quantificaram e compararam duas concentracdes dos antigenos utilizados, 0,25mg e 0,12mg a
cada mL de solugéo de suspensdo. O mesmo grupo utilizou a concentragdo de 0,25mg/mL em
um trabalho posterior (Langenengger & Langenengger, 1991).

O volume da dose padronizada encontra-se dentro dos parametros adotados para 0s
testes tuberculinicos, que ndo devem ultrapassar 0,2mL (OIE, 2009) e com outros trabalhos ja
realizados para a tentativa de padronizacdo de um TIH para o diagnostico subclinico da LC
(Cassamagnaghi, 1931; Costa Filho, 1978; Brown et al., 1986; Langenengger et al., 1987
Langenengger & Langenengger, 1991; Alves & Orlander; 1999).

Quanto a padronizacdo de um teste controle do TIH, objetivando averiguar possiveis
reacOes inespecificas causadas pela solucdo de diluicdo dos antigenos do teste, de todos 0s
estudos ja citados, somente o de Costa Filho (1978) testou a solucédo salina fenolisada a 5%,
utilizada para ressuspender os antigenos do TIH. No entanto, o teste s6 foi realizado em

animais de um grupo com caprinos sadios, ndo sendo analisada a auséncia da reacdo do TIH
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em animais diagnosticados com a LC (Costa Filho, 1978). Como ainda ndo ha um TIH para o
diagnéstico subclinico da LC disponivel no mercado, a avaliagdo de todas as condicGes
experimentais supracitadas s@o de extrema importancia para o desenvolvimento de um teste
eficiente.

A padronizacao da solugdo controle deste presente estudo foi realizada somente com o
tampdo de suspensdo das proteinas secretadas, Tris-HCI 20mM na dose de 0,1mL. Conforme
as andlises, os animais de ambos 0s grupos ndo demonstraram reagdes estatisticamente
significativas a esta solucéo (Tabela 3), somente uma pequena reagdo mecanica foi observada.
Quando inoculado sozinho nos animais, o Tris-HCI 20mM causou uma reacao
significativamente menor do que a reacdo de hipersensibilidade provocada pelo TIH e
estatisticamente equivalente em todos os momentos de leitura e nos diferentes grupos
avaliados (Tabela 5).

As médias gerais das reacGes do TIH mensuradas através do aumento da espessura da
pele mostraram-se condizentes com o diagnéstico prévio realizado pelo ELISA utilizado na
distingdo dos grupos A e B (Tabela 3 e Figura 6). Segundo essas analises, 0s animais que
foram diagnosticados sorologicamente como positivos para a LC através do ELISA (Grupo
A) apresentaram valores do TIH estatisticamente superiores aqueles animais diagnosticados
sorologicamente como negativos para a LC através do ELISA (Grupo B).

Ao compararmos os valores relativos obtidos em cada momento de leitura entre os
grupos A e B, as diferencas estatisticas foram maiores no grupo A do que no grupo B para 0s
valores da espessura da pele mensurados em 24h, 48h e 72h apds a aplicacdo do TIH. Ja os
mensurados nos momentos Oh, 96h, 120h e 144h ap6s a aplicacdo do TIH, ndo apresentaram
diferenca estatistica entre 0s grupos A e B (Tabela 4 e Figura 7), evidenciando a resolucao da
reacdo de hipersensibilidade aos valores normais da espessura da pele.

Considerando os momentos de leituras apds a inoculacdo do TIH (24h, 48h, 72h, 96h,
120h e 144h), no Grupo A, a maior magnitude atingida foi as 24h (5,21 + 0,82mm), néo
apresentando uma diferenca estatistica em relacdo a observada em 48h apo6s a inoculacédo do
teste (Tabela 4 e Figura 7). Ap6s 72h da inoculagdo do TIH, o valor da espessura da pele
apresentou-se intermediario entre os momentos de 48h e 96h. A evolucdo da intensidade
dessa reacdo estd em concordancia com as afirmacdes de Tizard (2008), caracterizada por
uma resposta inflamatdria que poderia atingir a sua maior intensidade entre 24 e 72h apds o
desencadeamento da reagéo de hipersensibilidade do tipo IV. No Grupo B, a maior magnitude
atingida foi as 24h em relacdo aos momentos de leituras ap6s a inoculagdo do TIH. Apds 48h,
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0 aumento da espessura da pele mostrou-se intermedidrio ao momento de leitura anterior a
aplicacdo do teste e ap0s 24h, com valores estatisticamente equivalentes a ambos o0s
momentos, evidenciando a regressao da reacdo (Tabela 4 e Figura 7).

Apesar de ndo terem sido realizadas analises de variacdo entre as mensuracdes obtidas
para cada momento de leitura e ndo terem dispostos de equipamentos de preciséo para a
mensuracdo da espessura da pele, Cassamagnaghi (1931), Carne (1932) e Farid & Mahmoud
(1960), realizaram a mensuragdo do TIH em ovinos somente ap6s 48h e Camerom & McOmie
(1940) apds 72h. Por outro lado, Costa Filho (1978), Langenengger et al. (1987) e
Langenengger & Langenengger (1991), Brown et al. (1986) e Alves & Orlander (1999)
utilizaram paquimetro para leitura da espessura da pele antes das inoculagdes e com 24, 48 e
72h ap0s as injecbes em caprinos, entretanto, somente Langenengger & Langenengger (1991)
informaram o melhor tempo de leitura utilizado, que foi de 48h ap6s a aplicacdo do teste.

Como ambos os testes, o0 TIH e o teste controle (ct) foram aplicados nos mesmos
animais de ambos os grupos experimentais (A e B), foi possivel obter os valores médios
absolutos do aumento da espessura da pele com avaliacdo do desenvolvimento da reacdo. Para
isso, foram subtraidos os valores da espessura da pele de cada momento de leitura, antes (Oh)
e apos suas aplicacdes (24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h), entre o TIH e o teste controle (ct),
para ambos os grupos (Tabela 6 e Figura 9). Ao compararmos 0s momentos de leitura do
grupo A, observamos uma maior magnitude da reacdo as 24h, que nao apresentou diferenca
significativa em relacdo a observada em 48h apds a inoculacdo do teste. Neste mesmo grupo,
a leitura obtida as 72h ap0s a inoculacdo do teste apresentou um valor intermediario entre os
momentos de leitura 48h e 96h. A comparacdo entre os demais momentos de leitura do grupo
A (Oh, 72h, 96h, 120h e 144h) ndo apresentou diferenca significativa (Tabela 6 e Figura 9).
As mesmas comparacOes foram realizadas para o grupo B, que apresentaram resultados
condizentes ao grupo A, com exce¢cdo do momento de leitura de 48h, que foi estatisticamente
equivalente a0 momento anterior a inoculagéo do teste (Oh), demonstrando que a resolucao da
reacao de hipersensibilidade neste grupo foi mais rapida em relacdo ao grupo A (Tabela 6 e
Figura 9).

Em analogia ao Teste Cervical Simples, utilizado no diagnostico da Tuberculose
(MAPA, 2004), para obtencdo de um valor absoluto final do aumento da espessura da pele,
foi almejado considerar somente a influéncia das proteinas secretadas como antigenos
desencadeadores da resposta de hipersensibilidade do tipo IV gerada. Para tanto foi
considerado o resultado absoluto obtido atravées da diferenca das mensuracgdes da espessura da
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pele de cada momento de leitura entre 0 TIH e o ct (Tabela 6 e Figura 9). Em seguida, estes
resultados absolutos obtidos para cada momento de leitura foram subtraidos do valor da
espessura da pele no momento anterior a aplicacdo do teste (Oh), correspondendo a aferigcdo
do aumento da espessura real da pele. Assim, foram estabelecidos os valores absolutos finais
para cada momento de leitura (24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h), para ambos os grupos (A e
B) (Tabela 7 e Figura 10).

Da mesma forma que ocorreu para o resultado do valor absoluto da mensuracdo da
espessura da pele que foi citado anteriormente, mas sem considerarmos o momento de leitura
de Oh, ao compararmos os momentos de leitura do grupo A, houve uma reacdo mais
significativa as 24h, que ndo apresentou diferenca significativa em relacdo as 48h. O valor
mensurado as 72h foi intermediario entre os momentos de leitura 48h e 96h, e a comparacao
entre os demais momentos de leitura do grupo A (72h, 96h, 120h e 144h) ndo apresentou
diferenca significativa (Tabela 7 e Figura 10). Estas mesmas comparagfes foram realizadas
para o grupo B, que apresentou resultados condizentes ao grupo A (Tabela 7 e Figura 10).

Assim, foi estabelecido 24h como o melhor tempo de leitura, por ter apresentado uma
magnitude maxima do aumento da espessura da pele ap6s a inoculacdo do TIH. Neste
momento de leitura foram apresentados valores absolutos finais com média de 2,32mm e
desvio padrdo 0,99 no grupo A e média de 0,98mm e desvio padrdo 0,78 no grupo B (Tabela
7 e Figura 10).

A acuracia do TIH foi avaliada baseada no estabelecimento de um ponto de corte
adaptado de Rebougas et al. (2011) para um “n” amostral de 10 animais por grupo a partir do
valor absoluto final do aumento da espessura de pele calculados para o melhor tempo de
leitura (24h). Como resultado, foi considerado um valor absoluto de 1,50mm de espessura da
pele como ponto de corte para a identificagdo dos animais positivos e negativos para o teste,
sendo condizentes com o valor para determinagéo de positividade ao TIH apresentado por
Langenengger & Langenengger (1991). Em relagdo aos ja citados, o trabalho de
Langenengger & Langenengger (1991) foi o Unico que determinou uma pontuagdo de corte
para o TIH. Estabeleceram valores de até 1mm de aumento da espessura da pele para animais
negativos, entre 1 a 1,4mm para animais suspeitos e iguais ou superiores a 1,5mm
considerados como positivos ao teste. No entanto, neste trabalho de Langenengger &
Langenengger (1991), que utilizou 26 caprinos infectados experimentalmente com C.
pseudotuberculosis, o TIH foi correlacionado grosseiramente com o teste da inibicdo da
hemolise sinérgica (IHS) e o aparecimento de abscessos. Os critérios utilizados para o
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estabelecimento do ponto de corte e os valores de sensibilidade e especificidade do teste ndo
foram apresentados (Langenengger & Langenengger, 1991).

A precisdo do diagnostico de um teste é definida principalmente em termos de sua
sensibilidade e especificidade, os quais sdo calculados respectivamente, a partir da propor¢édo
de animais infectados e ndo infectados que sdo corretamente diagnosticados (Rua-Domenech
et al., 2006). O TIH desenvolvido pelo nosso grupo apresentou uma sensibilidade de 70% e
uma especificidade de 80% em relacdo ao diagnostico por ELISA, que foi utilizado como
teste padrédo de referéncia (Tabela 8).

Farid & Mahmoud (1960) basearam na divisdo de grupos contendo ovinos
diagnosticados como positivos e negativos para a LC somente através da observacao de lesGes
aparentes nos animais, sem diagnostico sorologico. Segundo os autores, apesar do TIH ter
apresentado um resultado promissor com 80 a 90% de reacdo nos animais com lesdes
aparentes, 0 mesmo néo se aplicou para o grupo de animais sem lesGes aparentes. Estes
resultados foram atribuidos ao fato de os ovinos com lesGes terem sido confinados juntamente
com aqueles sem lesdes e a necessidade de necrdpsia para a confirmacdo do acometimento
dos 6rgéos internos.

Langenengger & Langenengger (1987) utilizaram grupos experimentais com uma
maior quantidade de caprinos, sendo 0s grupos positivos com 40 e 22 animais, e 0 negativo
com 40 animais. Os animais diagnosticados como positivos pelos autores foram referenciados
como infectados naturalmente e portadores de lesdes para LC, porém os testes diagnosticos
realizados ndo foram relatados. Ja os animais pertencentes ao grupo negativo, foram relatados
como provenientes de criacdo livre de LC e testes soroldgicos para diagndstico subclinico da
enfermidade ndo foram realizados. Neste estudo, Langenengger & Langenengger (1987)
concluiram que dentre as duas concentragdes da Linfadenina testadas, 12mg/mL e
0,25mg/mL, esta uUltima pareceu ser mais adequada, demonstrando boa sensibilidade e
suficiente especificidade. No entanto, os célculos realizados e valores de sensibilidade e
especificidade ndo foram revelados.

Costa Filho (1978) aplicou um TIH em 15 animais, divididos em 3 grupos, onde 5
animais foram diagnosticados positivamente para a LC através de exame bacteriologico e 0s
outros 10 foram adquiridos de zonas indenes, também sem a realizacdo de diagnéstico
soroldgico. O autor concluiu que o grupo de caprinos com LC apresentou reacdo a inoculagao
intradérmica, com aumento consideravel em milimetros da espessura da pele, o que nédo

ocorreu com 0s grupos de animais sadios adquiridos de zonas indenes. Entretanto, ndo foi
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feita analise estatistica dos resultados apresentados e o paquimetro utilizado ndo possuia
precisdo. Dentre os TIH realizados, o ultimo e mais recente, desenvolvido por Alves &
Orlander (1999) utilizou a mesma metodologia de Brown et al.(1986) e da mesma forma,
encontraram reagdes inespecificas em caprinos soronegativos e recomendaram que fosse
alterado o preparo dos antigenos utilizados no TIH.

Os animais utilizados no presente trabalho ndo apresentavam lesdes aparentes da LC,
sendo impossivel a coleta de material caseoso para o isolamento de C. pseudotuberculosis e
caracterizacdo bioguimica para a realizacdo do diagndstico que é considerado padrdo-ouro.
Assim, o ELISA indireto com proteinas secretadas de C. pseudotuberculosis ja padronizado
(Carminati et al. 2003) foi utilizado para a triagem dos animais. Esse ensaio possui alta
sensibilidade e especificidade em relacdo a outros ensaios de ELISA e ao teste padrdo-ouro
(Carminati, 2005). Além disso, tem sido amplamente utilizado em estudos de prevaléncia e
triagem soroldgica para LC (Seyffert et al., 2009; Guimardes et al., 2009; Reboucas et al.
2011). Com o éxito na padronizagdo e acuracia do TIH desenvolvido no presente estudo,
resolvemos fazer o pedido de deposito de patente ao Instituto Nacional da Propriedade
Industrial. Almejamos que 0 mesmo seja implementado a fim de suprir algumas desvantagens
existentes no ELISA. Por exemplo, o custo dos insumos laboratoriais do ELISA (Rua-
Domenech et al., 2006) que impossibilita uma transferéncia acessivel aos produtores rurais;
além disso, para realizagdo deste ensaio existe a necessidade da coleta de amostras dos
animais e encaminhamento laboratorial das mesmas.

Uma futura implantacdo deste teste diagnostico subclinico da LC em campo

contribuird no controle e erradicacdo desta enfermidade na ovinocaprinocultura nacional.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste presente trabalho nos permite concluir que:
O TIH padronizado para diagnostico subclinico da LC em caprinos demonstrou
resultados promissores e sera aprimorado em sua sensibilidade e especificidade para

utilizag&o no controle da enfermidade.

O pedido de patente do TIH padronizado neste estudo foi realizado junto ao Instituto

Nacional da Propriedade Industrial.
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8 PERSPECTIVAS

- Realizar novos testes com o TIH em rebanhos de pequenos ruminantes e avaliar a
producdo de interferon gama, correlacionando com dados obtidos por ELISA.

- Testar o TIH em rebanhos de ovinos.

- Utilizar o TIH em trabalhos epidemioldgicos e de controle da LC em rebanhos de
pequenos ruminantes

- Produzir proteinas recombinantes a partir de ORFs ja identificadas de C.
pseudotuberculosis e avalia-las no TIH

- Transferir o produto final & indUstria para ser comercializado com um baixo custo,

favorecendo os produtores rurais.
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6.57 Nome: Aurora Maria Guimaries Gouveia

6.58 Qualifica¢do: Médica Veterinaria

6.59 CPF: 186.143.026-49

6.60 Endereco: Rua Dr Alipio Goulart, 136, Bairro Serra — Belo Horizonte - MG
6.61 CEP:

6.62 Telefone: (31) 3409-4774 6.63 FAX: (31) 3409-6430

6.64 E-mail: patentes@ctit.ufimg.br
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolégicas de que trata a Resolugédo INPI 228 de 11/11/2009:

Caodigo de Controle

Campo 1

B

Campo 2

A

Outras Informagdes:

Nome do Arquivo: skin test.txt
Data de Geragao do Cadigo: 26-04-2011
Hora de Geragéo do Cédigo: 14:50:11
Cadigo de Controle:

- Campo 1: DA785100F7FE6045

- Campo 2: CC457FF3308A4A56

Gerado pelo Sistema de Listagem de Sequéncias Bioldgicas (SisBioList)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
GABINETE DO REITOR

PORTARIA N° 042, DE 31 DE MARCO DE 2010

O REITOR DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, no uso
de suas atribuigdes e, de acordo com o disposto nos artigos 11 e 12 do Decreto-Lei n° 200, de 25
de fevereiro de 1967,

RESOLVE:

Delegar competéncia ao PRO-REITOR DE PESQUISA, professor RENATO
DE LIMA SANTOS, e 20 seu substituto eventual, para, no dmbito da Pré-Reitoria de Pesquisa:

a) autorizar a realizagio de despesas dentro dos limites orgamentérios da Unidade
153273;

b) autorizar a concessdo de suprimento de fundos a servidores da Unidade, bem
como determinar a baixa de responsabilidade;

¢) requisitar passagens e transportes em geral, por quaisquer vias, nos limites da
dotagdo orgamentéria da Unidade Gestora 153273;

d) autorizar viagens de servidores, a servico da Unidade, arbitrando-lhes as
respectivas didrias, obedecidas as disposigdes legais pertinentes;

e) assinar termos de outorga, convénios de cooperagdo e contratos com a
Fundagdo de Amparo 2 Pesquisa de Minas Gerais - FAPEMIG, Federagdo das Inddstrias e suas
filiadas, Secretaria de Estado de Ciéncia e Tecnologia, Consetho Nacional de Desenvolvimento
Tecnoldgico — CNPq, Financiadora de Estudos e Projeto — Finep e do Ministério da Ciéncia e
Tecnologia;

f) assinar contratos, decorrentes de licitagdo, de sua dispensa ou inexigibilidade,
no ambito da Pré-Reitoria de Pesquisa.

g) assinar todo e qualquer documento necessirio para depdsito, processamento,
adigdo, retificagdo, substituigdo, modificagdo, ampliagdo e resposta de relatérios referentes a
objeto de protegdo de Propriedade Intelectual junto aos 6rgdos competentes, em ambito nacional
¢ internacional.

Belo Hogizonte, 31 de margo de 2010.

L:Document/Portaria/p 10-42

Avenida Antdnio Carlos, 6627 - 31270-901 - Belo Horizonte - Minas Gerais
Tel: (31) 34094127 - Fax: (31) 3409-4130 - sadm@gabinete.ufmg.br - Home page: www.ufmg.br
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N 136, scgunda-feim, 19 de julho de 2010

Didrio Oficial da Unido - seqio 2

i

b,
33 w

“rae

IS5V 1627-7050

KT 4 440-Aulorizar o slastamento do da scrvidote ZELIA INES
PORTELA LOBATO, Profcssar An , na perinda da 170772010
& AMDINDIN, pars participer do “21° Tnlemationsl Pig Velerinary
Sacicly Congreas®, em Vancouwer/Conedd, com 8nus limliado. Pro-

A R Ligis Matis Morcira Dumont,

O Reitar da Universidada Pedersl de Mines Gomis, no uso
de ateibuigha ennfcrida pelo atigo 3*, incisn 1) dn Desrclo n' 228, do
1!IIlll!91, fendn em visle o arlig 24 do Galstuls ds UFMGQ, re-
solve;

de suns airibuigdes, resol

0112010,

w '
criglo UPMG

A15-Nnmear o serviar MARCO AURGLID ROMANO SILVA,

o UFMG " 20699-1, matriculn SIAPE n* 2171350, CPP n
61K.220.606-30, ocupanis dn cargo de Profcasor Tiuler, parn exercer
a-eargn eim camissho da Ped-Reitor Adjunto de Peaquiss, c6ign CD-
3, s pantir de 08/07/2010.

121092008,

Cxcnle de

Reilor dn Univensi Pederal de Mina i o nel
o dn Univenidads Pederal de Minas Gersis, no usn i le, Gt onrae

0
de wiribwigho canferids pelo artign 3%, incian 11 de Decreta n® 228, de
Illfllwl. tenda em vista o ariigo 24 do Esiatuln da UPMG, re-
salve;

N 4.436-Nomear a scrvidors LIGIA MA;{,IA MORECIRA DUMONT,

pam cacrcer, em cachler "nro tempore®, o cargn cm cominsip de
Diretors ds Cacoln do Citncia dn Informaghio, cAdign €D-3, & partir
de 010172010, em virtude dn exancrachs, & pedido, da servidnre

O Reilor ds Univenidade Fedem] de Mina Gensis, oo uso
vo:

NY 4,435 . Exonerar, u pedidn, do cargn cm comisafio de Direlara dn

Ercal do Cidncle da Infonnaghn, cldige CD2. @ paric do
idors LIGIA MARTA MOREIRA

126-5, matrlcula SIAPE n* 8315967, ocupante da

curge de Professor Tituler, nomesda peln Pardaria n* 2696, de

N* 4437 « Exoncrar, do cargn em eamisaia de Viee-Dirclorn da
Hncie da Infammechn, cAdi

Z VALADARES CEN:
¢ho UFMQ o* 14478-9, matriculs SIAPD n* 1227RR4, cenpante do
carga de Profosor Amencindo, Nivel 02, nomeadn peis Portaia n® . An,
2694, de 12109/2006, em virude de

61 nomenclo para b cargn tin
comissin do Dirctore du referids Bac

ale.

Dispensar da funckn, de Clefe do Dcpriementn de Skide
Mertg) cbdigo FO.1, a purlie de 0. o scrvidar MARCO
AURBLIO ROMANG VA, inu:liﬁln UFMG n* 20699-7, mairi-
culn SIAPL n° 2IT1350. CPE 18.22.806.30, ecuprmic do cargn de
Profeasor Titulr, Iniadn na Faculdsds de Mcdicing, designadn pels
Portarin n* 0VR, de 14/12/2009,

GILMAR LIMA GUIMARAES

UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURQ PRETO
PRO-REITORIA DE ADMINISTRAGAO

PORTARIA N* 543, BE 14 BE JULIO DE 2080

- Prb-Reilar do Admiisiich 2 Univeridade Fedonl do
e Preln, no uno da 1bncin quc Il foi dclcgada peta n
o 540, do’ D3R4, conilerandor Aa Tortarin Fntmstoons s
minimcrinis MPOG/MEC n° 22, de J1.04.2007, publicadn nn D.0.1).
de 02372007 & w* 224, de 31.07.2007, publicadn no
24.07.2007; o Proceann fibtice n* 1.i

o nomeaghn n* $.81212010.0, reanive -

DUMONT, ins.

ige CD-4, & pardir do
, inaci

1* Nomeat, em carhlor elelive, nos lerman artign 9%,
ian Fde Lei 8112, de 11 de dezcimhra de 1990, Cristiann de
ado ein cancursn pihlicn de provas ¢ Hioley
. #e 30 do marpo de 201! i

inserighn UFMG n® 211165, matrieuls APE n* 313947, CPP lﬁ .01, DADI!“ R
277.55).606-20, ncupanic dn cargo de Prnfersns Tilular, pars sxercer CLELIO CAMPOLINA DINIZ St gy o e T
0 cArgn e comixsho do Dirclors ds Cooperectn Inatliuzionst, eédiga fessnr de 3* Grau, claan
T e ponir e OTAITOT. DEPARTAMENTO DE ADMINISTRAGAQ Eobather s 4 s undm e peasan detia natf
O Reitar da Unlvenidade Pederl do Minss Gerais, no uso DE PESSOAL ghdign 0320256, pravenicn e dnllo Fe
de atribulgo canferidn pelo ariige 3", inciso 1| do Decrelo 1= 228, de ingerl. ennfamme Poriaria PR J5)

u{mm ©, lendo e vista © artigo 46 do Catatulo da UPMG, re-
snive:
O Dirglor.Geral do

PORTARIA N* 4.414, DE 16 DE JULHO DE 2010

3 de 07/04/2010, Pardgraln
deverd ser Inisdo na Departamenta do Geolagin da Cscoln de Mis
nasfUFOP,

N d.438-Nomear & servidors BEATRIZ VALADARES CENDON,
inscricke UFMG n® 14478.9, mutriculs SIAPT n* A227RR4, CPF n*

conferids pela Per
280.347.59A-00, ociipanie dn cargo do Professnr Ansacindn, Nivel 02,

i de Fes-
#onl du Universidade Federal do Minna Gersis, no usa do atribuigln
dc Delegesfe

i
1/0372010, do Magnifics Reitor, resolve:

At 2 Eata Portarin entra ein vi dotn de sun
blicato 50 DOV, viger v e
de Compelencias n* D46, de
ANDRE LUIS DOS SANTOS LANA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
FORTARIAS DE 16 DE JULHO DE 1010

O Reilar da Unisersidado Federal de Santa Calaring, no wen de &
regimeninia, lendo em vists © que conits no Memorando n* 109/PRDHS/

alribuigfica extalutiring a
de 121010, ressive:

N1 956- Alicrsr parcinlmenie, & partic de 1277272010, © Ancuo | ds Portsrin n* 321/GR/S7, publicada no
DOU de 21/01/97, Secha 1), phginan 473 & 477, ne forma abaixo:

N* 976 . DESIGNAR, & partir do 112010, SILVANA DU GASPARI, Frafessor Adjuntn, CPF n*
027.841,598-92, MASIS n® 103060, SIAPE n* 1159750, pars exercer as fanglea do Chele dn De-
partmincnlo de Lingus ¢ Literatura Catrangcims dn Centr de Camunieaglo o Cxpreashn, cédiga FG-1,
inicgranic do Quadra Distributive de Cargon € Dircgin & Funghica Gratificndes de quc Imin o Porlaria n
032HGR/DT, de 161191, pars um mandalo de dofn anns, (Ref, Memorando v ICCER0I0)

N 978 . DISPENSAR, & parir de 19772010, ANA LIDIA CAMPOS BRIZOLA, Assislcnic cm
AdminisiragBo, MASIS #* 81714, SIAPD n* 115870, do excrolcin dan funchica de Chsfe da Servign fe

T

R S

S de Eapalicais 2 5
umﬁ:nwlh um‘f-"u!snsum

 Reitor da Univesidads Fedoral de Sants Catariaw, no o de suas stribuichs eatat
regimentais, resnlve:

N 567 - DISPENSAR, » pariir do 19/6/2010, LEONOR DE QUEIROZ LIMA, Médico. MASIS n*
110321, SIAPE 5 33948, dn excrelcio dun funghes de Chefe db Servica do Engenharia de Seguranc
do Trahalho dn Depariamento de Desenvnlvimento do Alenglo Social e & Sl%: da Pré-Reitaria de
Desenvolvimenin Humane ¢ Sochl, cadigo FG-4, Integranie do Quadm Distributive de Cargra o
Dirego o Funghea Graiificades, de ?Ee Iraln o Porisrin n* 0321/GR/9T, do (601097, par s quais havin
dido designads pels Porlarin n® 685 /2008, de 4/6/2008. (Rof. Memorndo n* 01 4/DDAS 010)

N! 964 - DISPENSAR, a padis de 19//2010, TAULO CDUARDO BOTELHO, Assistente em Ad-
ministraglio, MASIS #* 140974, SIAPE n® 1659563, dn exercicin das fungBes do Chefe da Divislo de
Ssude kgnmgu do Trabalha do Departamento de Descnvolvimentn do Atencdn Socisl ¢ 4 Saiide da
Priv-Rellorin de Descnvalviments Hom) ® Soc i rante do Quadm Distributivn de
i n* 1321/GRADT, de IMDHDT, pars ax
de 19/57009. (Rel. Memomndo n*

ign
do que traln n Porta

N! 969 . DESIGNAR, & partir de [9/8/2010, PAULO EDUARDO BOTELHO, Amislente em Ad-
ministrache, CPF n* $07.6492.899-32, MASIS n* 140974, SIATE n* 1639568, pars excreer as lunghes de
. Chefe do Divisko de Sedde des de nto de Alengllo Sociol & B
Shide da Tid-Reiorin de Dexenvalvimentn Humann ¢ Secisl, cbdigo FG.J, Inicgranic 4o Quadro
Diatributivo de Cargos € Direglis & Fungfica (Rel. Portaria n* L]

a* DI/DDAST01D)

N' 970 - DOSIGNAR, s panile da 19/62010, LEONOR DE QUEIROZ LIMA, Médicn, CPF n*
007.692.099-32, MASIS n* 120221, PE n" A5)948, para cxcreer an fungles de Chel

Suide o Seguranga do Trabalhn dn Depariamento de Desenwalvimentn d
Pré-Reitoria de Descnvolvimento Humano ¢ Socinl, chdign FG-3, int
Cargon o Dircgko ¢ Funglon Gralificadss, do que Wata & Poriari
Memnnnda 1° 014/DDAS/2010)

iegranie do Quadrn Distributive de
vt 0I2H/GRAT, do 1601791, {Ref.

Y971 - DESIGNAR, » parti de 19/6/2010, LUCIAND FERREIRA FARIAS, Técnico em Seguranca
dn Tbalho, CPP * }71.974.179-15, MASIS n* 105225, SIAPE n* 1160040 para cxcrcer an funghes do
Chefc do Chefe do Servign de Engenliris de Segranca do Trsbalho do Depariamento do Desen-
vnlvimcain de Alenchn Sncisl o & Seido d Fib-Reilorls de Desenvolvimonin Humana ¢ Secial, codign
['G-4. inlcgrente do Queira Dintributive de Cargns ¢ Dircglo & Funhcs Gralificades, de qus trale 8
Podaria o 0321/GIUSY, de 16/01/9Y. (Ref. Memorsndo n* DI4/DDAS/2010)

NE972 - DESIGNAR, # partlr do 1702010, ARIOVALDO DOLZAN, Professe Associado, CPF n°
I6897.25K-52, MASIS n® 63252, SIAPE r* 1137862, para sxarcer s fongica o Chele do. Do.
[AHamentn do mulmh Qulmica & Engenharia do Ceniro Tecnalégion, codign FG.
Integranic do Quadrn Distributivo de Cargos ¢ Dircelo @ Funghcs GratiMicadss de que trais n Poriaris
DIUGRAT, do 16/1/91, pars um mandain ds dois snos. (Rel. Memaranda w* 0J4/BQARDIN)

I Musey Uni da Sccretaria do Cullum € Aric, cAuign FG-4, integranie dn Qundro
Distibative do Cargns dc Dircghin e Funghes Gratificadns dc que n Pordaria n* 0321/GR/DT, dc 1671/,
pare as quais hevis aido designada peln Portaria n* ORY/GR/IONS, de 2272009, (Rel. Memoeando n
WMy

N* 982 - DISPENSAR

partir de 120772010, TASSIANG CASTAMANN ALGAYER, Assisicnic cm
Aduministrachn, MASIS n* 141725, SIAPE n* 1668759, pars excrecr an funghcs de Chefe da Seglo de
Atengho d Swide §i do D de Dy de Alengho Sncinl ¢ # Saiide de
Pessnal ds Pré-Reiloria de Descnvolvimenio Human ¢ Sncial, cédign FG-5, integranie do Quadrn
Diatribulive de Cargon ¢ Direglin ¢ Funchies Gralificadna, de que trte & Parlarin n* A32/GRM?, de
VROLST, prra an quais. by sido designada pein Poriaein n* 457/GRIZ0IN, de 194010, (Ref, Me-
morando n* 11/PROHS/Z010)

N! 983 - DESIGNAR, » pariir e 12/7/2010, TASSIANE CASTAMANN ALGAYER, Amsisicnic cm
Adminisiragho, MASIS n* 141725, SIAPE r* 1AFRT59, pars exescer ms funches do Chefe dn Secho de
Expediente da Pré-Reiloria de Descnvolvimenlo Hummnn ¢ Secial, eddign FG.S, inl grante do Qundro
Distributivn de Cargos o Dircgin e Punghes Gniificadas, de qua imin n Padaria n* 0J21GRD7, de
1601197, (Ref. Partaria o* . - )

N* 934 - DOSIGNAR, & pariir do 12772010, MARCO PABIANO VASSELAI, Assiatenic cm Ad-
minisiracho, CPF n* R45.671.639-15, MASIS n* 140940, SIAPT n® 16602329, pors cacreer ks finghea de
Chefe do Servico de Reeenglio ¢ Alendimento an Servidor da Pré-Reiloris de Descnvolvimento Hunann
¢ Sotial, cédigo FG-4, integranic do Quadro Dinlribulivo de Cargos ¢ Direcfn ¢ Fungies Gratificada,
da que tnts & Porteris n* 0321/GRIT, de 1601137, (Ref, Memorando n* 119/PRDKS/I0I0)

N' 988 - DESIGNAR, & partir da F/R72010, CELIA RUGINA VENDRAMINI, Profcasor Assncindo,
CPF n" 556.498.239-87, MASIS n® 116534, STAPE n® 41182, parn oxercer gfica do Conrdenadorn
do Programs de Pés-Gredusgho em Educactn do Ceniro de Citncins ds Cducagha, Codign FG-1,
integtonto dn Quadro Dislribuliva de Cargna de Dircgho e Funcies Giratificsdx de que tmin & Partarin
n* CI21/GR/DT, do 16/01/97, para um mandrta do dnls anns. (Rel. Memarendo n® 133/CED/2010)

N 991 - DESIGNAR, & parilt do 19//21010, DILNEY CARVALHO DA SILVA, Operador de Chmern

de Cinema ¢ TV, CPP n® 697.170.440-13, MASIS n® 134346, SIAPD n* L459RAS, para exercer ms
fungies de Chefe da Divisto do Audin e Cinema da TV UFSC do Gahinelo do Reilor, cAdign FG-3,
Integranto do Quadro Distribullve de Cargna ¢ Dircefin @ Fangbica Gralificdnn, (Rol. Porinrin n-
954/GR/2010 & Memorando n* 013/TV UFEC r2010)

ALVARQ TOUBES PRATA
PORTARIA N 951, DE IS DE JULHO DE 2010

O Vice-Reltor da Universidado Fedcrat do Sania Cataring, nn exerclcio da Reitoria, no wan de
#unn alribuicles o disnte do que conma da Lei n* 11784, do 22 do sciembro de 2008 & n Noin Téenica
n" 0O VZOMICGGR/SAAMEC, resnlve:
Ari, 1* - RETIFICAR & Poris

n* 1.01A/GR/2008 que trale da enqundmmenla 1o Plaso de
térin do Basinn Blaics, Téenicn o Tecnoldgicn - PCCMEDTT dos scrvidores
ERAL DI SANTA CATARINA ma paric que ac reforc an docerilc abaixo

Carseirs @ Cargos do Ma,
di UNIVERSIDADE FE
relacionndn.

Esto documenin pode scr verifizado mo endh Ietrimico hitp
Pelo eddign 002201007199603)

Dncuments sssinado digliaimente confirme MP ot 2.200-2 de 24MA001, que insliloi &
Infracstruturs de Chaves Piiblicns Drasilcira « ICP-Drasil,
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ANEXO 2. Certificado do Comité de Etica em Experimentacdo Animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 160/2007, relativo ao projeto intitulado
“Caracterizacdo de antigenos de Corynebacterium pseudotuberculosis para
o diagnostico da linfadenite caseosa subclinica em ovinos e caprinos
através de um teste de pele’, que tem como responsavel Vasco Aristen de
Carvalho Azevedo , estd de acordo com os Principios Eticos da Experimentagdo
Animal, adotados pelo Comité de Ftica em Experimentacdo Animal
(CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 19/ 12/2007.

Este certificado expira-se em 19/ 12 / 2012.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 160/2007, related to the project entitled
“Characterization of Corynebaterium pseudotuberculosis antigens for
subclinical diagnosis of caseous lymphadenitis in goat and sheep by skin
test’, under the supervision of Vasco Ariston de Carvalho Azevedo, is in
agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in December 19, 2007.

This certificate expires in December 19, 2012.

Belo Horizonte, 21 de Dezembro de 2007.

h s \ b 1
lwerp
Prof. Humberto Pereira Glivei

Coordenador do CETEA{UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 - Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4516

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpq.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0)
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ANEXO 3. Tabelas com a mensuracéo da espessura da pele de cada animal submetido aos testes.

Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

N do 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas Média
GRUPO Animal (a.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.)

ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIHmM ctm
A 5010 3,00 3,00 5,20 2,80 4,20 2,60 3,40 2,80 2,90 2,80 2,90 2,90 3,00 2,70 3,60 2,77
A 7142 4,00 3,90 4,60 3,70 3,90 2,90 3,30 2,60 3,00 2,50 3,10 2,60 3,20 2,50 3,52 2,80
A 7214 2,60 2,50 6,60 2,60 4,80 2,60 3,30 2,60 2,60 2,40 2,50 2,50 2,60 2,40 3,73 2,52
A 5018 2,40 2,60 3,70 2,70 3,00 2,80 3,10 2,80 2,30 2,70 2,40 2,60 2,30 2,60 2,80 2,70
A 7157 2,50 2,30 4,90 2,60 4,80 2,70 4,00 2,70 2,70 2,20 2,40 2,30 2,50 2,20 3,55 2,45
A 9332 2,50 2,50 6,10 2,70 3,80 2,60 3,00 2,50 2,50 2,50 2,30 2,40 2,40 2,30 3,35 2,50
A 7203 2,70 2,50 5,40 2,60 4,50 2,60 2,70 2,60 2,60 2,50 2,60 2,40 2,60 2,50 3,40 2,53
A 8307 2,70 2,70 5,40 2,80 4,60 2,90 3,50 2,80 2,70 2,60 2,60 2,70 2,60 2,70 3,57 2,75
A 9360 2,30 2,00 4,60 3,00 3,50 2,40 2,80 2,30 2,20 1,90 2,10 1,90 2,30 2,00 2,92 2,25
A 9386 2,40 2,30 5,60 2,60 4,20 2,80 3,40 2,80 2,40 2,50 2,30 2,30 2,30 2,20 3,37 2,53
Média 2,71 2,63 5,21 2,81 4,13 2,69 3,25 2,65 2,59 2,46 2,52 2,46 2,58 2,41 3,38 2,58
DP 0,50 0,52 0,82 0,34 0,59 0,16 0,37 0,16 0,25 0,25 0,30 0,27 0,30 0,23 0,30 0,17
ICi 3,17 2,46
ICs 3,59 2,70

Nota: ICi = intervalo de confianca inferior (95%); IC s = intervalo de confian¢a superior (95%).

DP = desvio padréo.

a.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacdo, antes da inoculagéo.
p.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicac&o, ap6s a inoculagéo.
TIH = Teste Intradérmico de Hipersensibilidade — com as proteinas do secretoma de C. pseudotuberculosis

ct = controle — Solucdo tamp&o TrisHCI aplicada na regido cervical direita como controle do teste.
TIH m = média do aumento espessura da pele em mm, por animal (entre 24h e 144h), no local da aplicagdo do TIH.

ct m = média do aumento espessura da pele em mm, por animal (entre 24h e 144h), no local da aplicacéo do ct.
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Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

o 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas o
N do . . . . . . . Media
GRUPO . | (a.i.) (p.i) (p.i) (p-i) (p.i) (p.i) (p.i)

TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIH ct TIHmM ctm
B 10453 2,40 2,30 4,40 2,40 3,80 3,00 2,70 2,20 2,30 2,30 2,30 2,20 2,40 2,30 2,98 2,40
B 10479 2,10 2,30 3,10 2,30 2,70 2,40 2,00 2,20 2,10 2,20 2,20 2,30 2,10 2,30 2,37 2,28
B 10472 2,50 2,60 3,40 2,50 3,40 2,60 2,30 2,70 2,30 2,70 2,40 2,50 2,40 2,50 2,70 2,58
B 10478 2,40 2,50 3,40 2,40 2,50 2,50 2,50 2,40 2,30 2,20 2,20 2,20 2,40 2,30 2,55 2,33
B 9382 2,60 2,40 4,20 3,20 3,60 2,50 3,10 2,50 2,30 2,30 2,40 2,40 2,40 2,30 3,00 2,53
B 9378 2,70 2,50 3,50 2,60 3,60 2,60 3,60 2,60 2,50 2,40 2,40 2,30 2,30 2,40 2,98 2,48
B 9385 2,60 2,60 3,60 2,50 3,60 2,50 3,20 2,50 2,50 2,40 2,30 2,40 2,40 2,50 2,93 2,47
B 10477 2,50 2,40 2,90 2,60 3,00 2,60 3,00 2,60 2,50 2,30 2,30 2,40 2,40 2,30 2,68 2,47
B 10476 2,30 2,40 4,60 2,30 3,40 2,30 2,70 2,40 2,10 2,30 2,20 2,40 2,20 2,30 2,87 2,33
B 10475 2,80 2,60 3,20 3,40 3,20 2,60 2,60 2,60 2,50 2,50 2,60 2,70 2,60 2,70 2,78 2,75
Média 2,46 2,44 3,70 2,56 3,27 2,60 2,77 2,44 2,35 2,35 2,30 2,34 2,36 2,39 2,79 2,46
DP 0,18 0,11 0,57 0,36 0,54 0,21 0,56 0,19 0,14 0,16 0,09 0,10 0,13 0,14 0,21 0,14
ICi 2,63 2,36
ICs 2,94 2,56

Nota: ICi = intervalo de confianca inferior (95%); IC s = intervalo de confianca superior (95%).

DP = desvio padréo.
a.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacdo, antes da inoculagao.

p.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicac&o, ap6s a inoculagéo.
TIH = Teste Intradérmico de Hipersensibilidade — com as proteinas do secretoma de C. pseudotuberculosis

ct = controle — Solucéo tamp&o TrisHCI aplicada na regido cervical direita como controle do teste.
TIH m = média do aumento espessura da pele em mm, por animal (entre 24h e 144h), no local da aplicacdo do TIH.

ct m = média do aumento espessura da pele em mm, por animal (entre 24h e 144h), no local da aplicacéo do ct.
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Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas Médi
GRUPO N° do Animal (a.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) edia
TIHf TIH f TIHf TIHf TIH f TIH f TIHf TIHf
A 5010 0,00 2,40 1,60 0,60 0,10 0,00 0,30 0,83
A 7142 0,10 0,90 1,00 0,70 0,50 0,50 0,70 0,72
A 7214 0,10 4,00 2,20 0,70 0,20 0,00 0,20 1,22
A 5018 -0,20 1,00 0,20 0,30 -0,40 -0,20 -0,30 0,10
A 7157 0,20 2,30 2,10 1,30 0,50 0,10 0,30 1,10
A 9332 0,00 3,40 1,20 0,50 0,00 -0,10 0,10 0,85
A 7203 0,20 2,80 1,90 0,10 0,10 0,20 0,10 0,87
A 8307 0,00 2,60 1,70 0,70 0,10 -0,10 -0,10 0,82
A 9360 0,30 1,60 1,10 0,50 0,30 0,20 0,30 0,67
A 9386 0,10 3,00 1,40 0,60 -0,10 0,00 0,10 0,83
Média 0,08 2,40 1,44 0,60 0,13 0,06 0,17 0,80
DP 0,14 1,00 0,60 0,31 0,27 0,20 0,27 0,30
ICi 0,59
ICs 1,01

Nota: ICi= intervalo de confianca inferior (95%); IC s = intervalo de confianga superior (95%).
DP = desvio padrdo
a.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacéo, antes da inoculagéo
p.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacéo, ap6s a inoculagéo.
TIH = Teste Intradérmico de Hipersensibilidade - proteinas do secretoma de C. pseudotuberculosis
ct = controle — Solucdo tamp&o TrisHCI aplicada na regido cervical direita como controle do teste.
TIH f = diferenca da espessura da pele em mm, por animal (entre THI e ct).



Teste Intradérmico de Hipersensibilidade

0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas 144 horas Médi
GRUPO  No. do Animal (a.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) (p.i.) edia
TIH f TIHf TIH f TIH f TIH f TIH f TIH f TIH f

B 10453 -0,20 0,80 0,30 -0,20 -0,10 -0,10 -0,20 0,08

B 10479 -0,10 0,90 0,80 -0,40 -0,40 -0,10 -0,10 0,12

B 10472 -0,10 1,00 0,00 0,10 0,10 0,00 0,10 0,22

B 10478 0,20 1,00 1,10 0,60 0,00 0,00 0,10 0,47

B 9382 0,20 0,90 1,00 1,00 0,10 0,10 -0,10 0,50

B 9378 0,00 1,10 1,10 0,70 0,10 -0,10 -0,10 0,47

B 9385 0,10 0,30 0,40 0,40 0,20 -0,10 0,10 0,22

B 10477 -0,10 2,30 1,10 0,30 -0,20 -0,20 -0,10 0,53

B 10476 0,20 -0,20 0,60 0,00 0,00 -0,10 -0,10 0,03

B 10475 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Média 0,02 0,81 0,64 0,25 -0,02 -0,06 -0,04 0,26

DP 0,15 0,69 0,45 0,43 0,18 0,08 0,11 0,21

ICi 0,11

ICs 0,41

Nota: IC i = intervalo de confianca inferior (95%); IC s = intervalo de confianga superior (95%).

DP = desvio padrao

a.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacdo, antes da inoculagdo
p.i. = medida da espessura da pele em mm, no local da aplicacéo, apés a inoculagéo.

TIH = Teste Intradérmico de Hipersensibilidade - proteinas do secretoma de C. pseudotuberculosis
ct = controle — Solucdo tampdo TrisHCI aplicada na regido cervical direita como controle do teste.
TIH f = diferencga da espessura da pele em mm, por animal (entre THI e ct).
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