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Resumo

A caracterizagdo genética das espécies € essencial quando se deseja eleger uma estirpe vacinal ou
controlar a propagacgao de focos de uma doenga em uma regido. O 16S rRNA e genes que codificam
phospolipase D (PLD) de Corynebacterium pseudotuberculosis desempenham um papel importante
como marcadores para identificagdo de gendtipo bacteriano. O objetivo deste estudo foi validar um
“in house” metodologia molecular para identificagdo genética de Corynebacterium spp. isolado a partir
de amostras clinicas mantidos em laboratério. Para este efeito, onze isolados foram reativados em
caldo de infusédo de cérebro e coragéo. As coldnias cultivadas identificados como bacilos Gram-posi-
tivas foram submetidas a extragdo do DNA cromossdmico com kit KAPAExtract® de acordo com as
recomendacdes do fabricante. O DNA cromossdmico extraido foi quantificado por eletroforese em gel
de agarose a 1,5% e, em seguida, submetidos a PCR duplex com os iniciadores especificos para o
género e espécie de Corynebacterium pseudotuberculosis. Os produtos de amplificacdo gerados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 2,0%. Nenhum dos isolados amplificou os genes-al-
VO para género e espécie especificos esperados para C. pseudotuberculosis. O controlo positivo, C.
pseudotuberculosis CIP102968, teve os fragmentos de 813 e 201 pares de bases que correspondem
aos 16S rRNA genes (género especifico) e PLD (espécies especificas), respectivamente, amplificado.
O controlo negativo, Escherichia coli ATCC 25922 nao amplificado quaisquer genes alvo como espera-
do. Os resultados mostraram a necessidade de melhoria nas técnicas de amostragem e identificagcao
microbiolégica anterior que antecede a etapa de identificagdo molecular e eles sdo extremamente im-
portantes para a identificagdo do gendtipo preciso de cepas de C. pseudotuberculosis
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pseudotuberculosis genes play an important role as markers for bacterial genotype identification.
The aim of this study was to validate an “in house” molecular methodology for genetic identification
of Corynebacterium spp. isolated from clinical samples maintained in the laboratory. For this purpose,
eleven isolates were reactivated in Brain Heart Infusion broth. The grown colonies identified as Gram-
positive bacilli were submitted to chromosomal DNA extraction with KAPAExtract® kit according to
manufacturens recommendations. The extracted chromosomal DNA was quantified by 1.5% agarose
gel electrophoresis and then subjected to duplex PCR with specific primers for the genus and species
of Corynebacterium pseudotuberculosis. The amplicons generated were analyzed by 2.0% agarose gel
electrophoresis. None of the isolated amplified the target genes for genus and specific species for those
expected to be C. pseudotuberculosis. The positive control, C. pseudotuberculosis CIP102968 amplified
fragments of 813 and 201 base pairs which corresponding to the 16S rRNA (genus specific) and pld
genes (species specific) respectively. The negative control, Escherichia coli ATCC® 25922 do not
amplified any target genes as expected. The results showed the need for improvement in the sampling
techniques and previous microbiological identification preceding the molecular identification step and
they are extremely important for precise genotype identification of strains of C. pseudotuberculosis.

Keywords: Caseous lymphadenitis. PCR. Fhospholipase D.

Introdugéao

Corynebacterium pseudotuberculosis é
um patdégeno intracelular facultativo que causa a
linfadenite caseosa (LC) em caprinos e ovinos,
linfangite ulcerativa em equinos, abscessos su-
perficiais em bovinos, suinos, cervos e animais
de laboratério, artrites e bursites em ovinos,
abscessos de peito em equinos e mais raramen-
te em camelos, caprinos e cervos (KURIA et al.,
2001).

Com base na capacidade de redugao do
nitrato, dois biétipos de Corynebacterium pseu-
dotuberculosis tém sido descritos na literatura:
linhagens nitrato negativas referenciadas como
sorotipo | (biotipo ovis) e linhagens nitrato positi-
vas classificadas como sorotipo Il (biotipo equi).
Linhagens isoladas de caprinos sao nitrato ne-
gativos enquanto que aquelas encontradas em
equinos sao tipicamente nitrato positivas (TOR-
RES et al., 2013; WAGNER et al., 2011).

Khamis et al., (2004) propuseram um
método genotipico para identificagdo de espé-
cies de Corynebaterium baseado em técnicas
de PCR e sequenciamento de genes. A sequén-
cia que codifica o gene 16S RNAr é o marcador
mais usado para analise taxonémica bacteriana.
Utilizando esse marcador, Khamis e colaborado-
res identificaram o género Corynebacterium.

Uma exotoxina comumente conhecida
como phospolipase D (p/d) e lipideos da parede
bacteriana (acidos micdlicos e meso-diaminopi-
mélicos) tém sido investigados como possiveis
fatores de viruléncia de C. pseudotuberculosis

(PACHECO et al., 2007). Pacheco et al. (2007)
desenvolveram um ensaio de PCR multiplex
para deteccdo de C. pseudotuberculosis cujo
alvo foram trés genes presentes nessa bactéria:
os genes 16S RNAr, rpoB e pld. Este método
permitiu uma identificagao eficiente de 40 isola-
dos destas bactérias ja identificadas previamen-
te por testes bioquimicos. De acordo com os
autores, o ensaio por eles desenvolvido melho-
rou significativamente a rapida detecgéo de C.
pseudotuberculosis e poderia substituir a cultura
bacterioldgica utilizado no diagndstico de LC.

llhan (2013) identificou linhagens de C.
pseudotuberculosis isoladas de pus de linfo-
nodos através da técnica de PCR. O alvo dos
oligonucleotidos utilizados neste estudo foi a
sequéncia parcial do gene que codifica para
a phospolipase D (p/d) conforme proposto por
Pacheco et al. (2007). Os resultados de llhan
revelaram que o ensaio de PCR com os oligo-
nucleotideos para o gene pdl/ foi um método ra-
pido e sensivel capaz de identificar cepas de C.
pseudotuberculosis.

Torres et al. (2013) desenvolveram um
ensaio de PCR multiplex (PCRm) objetivando a
identificacdo e determinagdo de toxigenicidade
de espécies de Corynebacterium com potencial
zoonotico. Esse ensaio utilizou cinco pares de
oligonucleotideos para os seguintes genes alvo:
rpoB (Corynebacterium spp.), 16S RNAr (C. ul-
cerans e C. pseudotuberculosis), pld (C pseudo-
tuberculosis). Neste ensaio foram testadas 213
linhagens de Corynebacterium, onde os resul-
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tados do PCRm para todas as linhagens toxi-
génicas e nao toxigénicas de C. diphtheriae, C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis concordaram
em 100% com os resultados de identificagdo
obtidos com métodos bioquimicos padrao utili-
zados para identificagdo das espécies em ques-
tdo. O objetivo deste trabalho foi padronizar um
método de genotipagem “in house” baseado na
detecgdo dos genes 16S rRNA e pld de C. pseu-
dotuberculosis em isolados presuntivamente
identificados por métodos microbiolégicos como
Corynebacterium spp mantidos em laboratério.

Material e métodos

A amostra foi compreendida de onze
(11) amostras presuntivamente identificadas
por métodos microbiolégicos padrao com Cory-
nebacterium spp. mantidos em laboratério sob
a forma de repiques em meio de cultivo agar-
sangue. Estas foram isoladas a partir de pus
de abscessos de nodulos linfaticos de caprinos
com suspeita de diagndstico de linfadenite ca-
seosa em regido norte mineira, endémica para
esta doenga.

Os isolados mantidos em meio aguar
sangue foram inoculados em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) e incubados a 37°C. Apés 24 ho-
ras de crescimento, as suspensdes microbianas
foram semeadas em placas de 90 mm contendo

meio BHI adicionado de agar a 1,5% e incubados
a 37°C durante 24 horas. As colbnias crescidas
nas placas identificadas como bacilos Gram-
positivos foram submetidas a extracdo de DNA
com o kit KAPAExtract® conforme recomenda-
¢Oes do fabricante. Os DNAs cromossomais ex-
traidos foram quantificados por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% e em seguida submetidos
a reacgao de PCR duplex com oligonucleotideos
especificos para o género Corynebacterium e
espécie Corynebacterium pseudotuberculosis.

Os DNAs cromomossomais extraidos
das amostras foram submetidos as condi¢des
de ensaio de reagcdo de PCR duplex conforme
descritas por Torres et al. (2013). As sequéncias
dos oligonucleotideos utilizados, os genes alvo
e tamanho dos fragmentos por eles amplificados
e micro-organismo identificado est&o listados no
Quadro 1. Os amplicons gerados foram visua-
lizados em gel de agarose a 1,5% corado com
brometo de etideo utilizando o sistema fotodo-
cumentador Gel Logic 212 Pro system (CARES-
TREAM, Science Park West, New Haven, CT
06511 USA). Como controle positivo da reagéo
de PCR duplex foi utilizada a cepa previamen-
te genotipada como Corynebacterium pseudo-
tuberculosis CIP102968, gentiimente cedida
pelo Prof. Vasco Ariston de Carvalho Azevedo
(UFMG). Como controle negativo foi utilizada a
cepa Escherichia coli ATCC® 25922.

Quadro 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos, genes alvo, tamanho dos amplicons e microorganismos
esperados com a genotipagem dos isolados presuntivamente identificados como Coryne-

bacterium spp.

Amplicon Microrganismo

Nome Sequéncia dos Oligonucleotideos Gene Alvo (Pares de 9
Identificado
bases)

16SF  ACCGCACTTTAGTGTGTGTG .
16SR  TCTCTACGCCGATCTTGTAT 16S RNAr 816 Corynebacterium ssp.
pld F ATAAGCTAAGCAGGGAGCA d 203 Corynebacterium
pld R ATCAGCGGTGATTGTCTTCC P pseudotuberculosis

Fonte: Adaptado de PACHECO et al. (2007).
Resultados e discussao

Os onze isolados bacterianos presunti-
vamente identificados como C. pseudotubercu-
losis e cepas padréo (controles positivos e ne-
gativos) apresentaram crescimento caracteristi-
co de cultura pura quando semeados em meio
BHI adicionado de agar a 1,5% apés leitura de
24 horas de incubacao a 37°C. A figura 1, pai-
nel A mostra as caracteristicas macroscopicas

da cepa padrao C. pseudotuberculosis semeada
em meio BHI adicionado de agar a 1,5%.

A analise morfotintorial das co-
I6nias oriundas de onze repiques e cepas pa-
dréo revelaram se tratar de bacilos Gram positi-
vos (isolados e cepa Corynebacterium pseudo-
tuberculosis CIP102968) e bacilos Gram negati-
vos (cepa Escherichia coli ATCC® 25922.) res-
pectivamente. A figura 1, painel B e C mostram
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respectivamente a imagem microscopica de
células de Corynebacterium pseudotuberculosis

CIP102968 e E. coli ATCC® 25922 coradas pelo
método de Coloragdo de GRAM.

Figura 1 - Analise macroscopica e microscopica de colénias dos controles positivo e negativo C. pseu-
dotuberculosis CIP 102968 e E. coli ATCC® 25922

A B

Cc

Legenda: A: C. pseudotuberculosis CIP 102968 semeado em Agar BHI a 1,5% pela técnica de esgotamento em alga. B: células
C. pseudotuberculosis coradas pelo método de Coloragéo de Gram visualizadas como cocobacilos Gram positivos ao microscé-
pico optico (aumento de 1000X). C: células E. coli coradas pelo método de Coloragdo de Gram visualizadas como bacilos Gram

negativos ao microscépico optico (aumento de 1000X).
Fonte: Elaboradas pelos autores, 2016.

A identificagdo presuntiva microbiolo-
gica de C. pseudotuberculosis pode ser obtida
através das suas caracteristicas morfotintoriais
e de seu crescimento em determinados meios
de cultura, gragas ao seu padrao de crescimen-
to, auxiliados por provas bioquimicas e pelo
padréao de hemolise no agar sangue (COSTA,
2002). Neste trabalho os onze (11) isolados
mantidos em laboratdrio foram identificados
presuntivamente como C. pseudotuberculosis
baseado nas seguintes caracteristicas: tipo de
amostra caracteristica pelo isolamento da bac-
téria cultivavel em animais com suspeita de
linfoadenite caseosa; aspecto do crescimento
e padrdo de hemodlise das colbnias crescidas
em meio agar-sangue; prova da catalase. Ou-
tras caracteristicas microbioldgicas diferenciais
para a determinagcao da espécie C. pseudotu-
berculosis ndo foram pesquisadas como parte
da rotina para identificagdo presuntiva deste
micro-organismo no laboratdrio onde este traba-
Iho foi realizado. Dentre elas aquelas utilizadas
por llhan (2013) na identificagdo presuntiva de
C. pseudotuberculosis, a saber: Prova da urea-
se, fermentagao da glicose, maltose, galactose,
mannose, trealose, lactose, arabinose, escolina,
salicina, inosito e xylose; motilidade, vermelho
metil e redugao do nitrato.

Os resultados da analise molecular PCR
duplex revelou ndo haver entre os onze (11) iso-
lados a amplificagdo esperada dos genes alvos
para género e ou espécie especifico esperado
para C. pseudotuberculosis, 16S RNA ribosso-
mal e pld respectivamente. No entanto, o con-
trole positivo, cepa genotipada de C. pseudotu-
berculosis CIP102968 amplificou os fragmentos
de 813 e 201 pares de base correspondente aos
genes 16S RNA ribossomal (género especifico)
e fosfolipase D (espécie especifico) respectiva-
mente (FIGURA 2).

Pacheco et al. (2007) otimizaram a rea-
¢ao de PCR com a cepa padrdao C. pseudotu-
berculosis CIP102968 amplificando os mesmos
genes marcadores para essa espécie. Além
da cepa padrédo otimizada por Pacheco et. al.
(2007) como controle positivo, neste trabalho foi
também padronizado como controle negativo a
cepa Escherichia coli ATCC® 25922, entdo nao
amplificou os genes em questdo conforme es-
perado. A figura 2 mostra o resultado da reagao
de PCR duplex com os DNAs dos isolados 6,11
e controles positivos e negativos visualizada
pela técnica de eletroforese em gel de agarose
a1,5%.
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Figura 2 - Resultado da analise molecular de cepas presuntivamente identificadas como Corynebac-
terium spp. Ensaio de PCR duplex para os genes alvo 16S rRNA e pld para identificagdo

genotipica de C. pseudotuberculosis.

MMM1 MMM2 1 2

21226 pb

5148 pb

3530pb
1584 pb

1375 pb

947 pb
831pb

3 4

MMM1 MMM2

16S rRNA
816pb

Pld
203pb

Legenda: Linha 1 - Controle negativo (amplicon do DNA gendmico de Escherichia coli com os primers 16S rRNA + pld); Linha
2 - Controle positivo (amplicon do DNA genémico de C. pseudotuberculosis CIP102968 com primers 16S rRNA + pld); Linhas 3 e
4 respectivamente os isolados 06 e 11 (amplicons do DNA dos isolados com os primers 16S rRNA + pld). MMM1 — Marcador de
Massa molecular I1ambda EcoRI/Hindlll ; MMM2 — Marcador de Massa Molecular 2- 100 pares de bases.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2016.

Etapas que antecedem a identificagao
molecular, dentre as quais a coleta das amostras
e identificagédo presuntiva por métodos microbio-
l6gicos sao pontos criticos que influenciam os
resultados desta identificagdo. O microbiologista
tem que ter em mente a expectativa de isolamen-
to de diferentes agentes. Tanto bactérias poten-
cialmente patogénicas como possiveis contami-
nantes de pele ou mucosas podem ser isoladas,
mas o clinico deve estar informado e o teste de
sensibilidade podera ser feito de qualquer des-
tas bactérias (BRASIL, 2013). O diagnéstico da
linfadenite caseosa é baseado na sintomato-
logia clinica como presenca de abscessos ex-
ternos, e a deteccdo do C. pseudotuberculosis
no material purulento através da pung¢ao dos
linfonodos, sendo importante a diferenciagéo de
patdégenos oportunistas que podem vir a causar
abscessos, como Arcanobacterium pyogenes e
a Pasteurella multocida. Estas podem ser rea-
lizadas por meio de isolamento do agente ou
PCR (que amplifica sequéncias especificas do
acido nucléico), a partir de amostras da pungao
dos linfonodos, bem como amostras de érgéos
com presencga de lesdes caseosas (linfonodos,

pulmao, figado (NASSAR et al., 2015).

Nassar et al. (2015) verificaram a con-
cordancia entre metodologias de isolamento mi-
crobioldgico com a PCR na identificagdo de C.
pseudotuberculosis em amostras clinicas colhi-
das em abatedouros e em animais que apresen-
tavam aumento de linfonodo em condi¢des de
campo. Os resultados destes autores mostra-
ram que das 202 amostras analisadas no cultivo
microbiolégico, 113 (56%) foram identificadas
como Corynebacterium sp., € 38 (34%) como
C. pseudotuberculosis. No entanto, o resultado
da identificacdo das amostras por PCR revelou
que 110 (54%) foram positivas e 92(46%) nega-
tivas para esse género e espécie. Os autores
afirmam que de acordo com seus resultados o
diagnéstico molecular (PCR) provou ser mais
eficiente, rapido e com reprodutibilidade quando
comparado ao cultivo microbiolégico de amos-
tras clinicas, bem como na confirmagéo do C.
pseudotuberculosis de colbnias pertencentes a
este género. Como no trabalho de Nassar et al.
(2015) os resultados da identificagao dos isola-
dos de Corynebacterium spp. por PCR duplex
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obtidos em nosso trabalho revelaram que os
isolados presuntivamente identificados como
Corynebacterium nao apresentaram o perfil
molecular que os enquadrariam no género e
ou espécie C. pseudotuberculosis (FIGURA 2).
Embora neste trabalho ndo tenha sido investi-
gada a identidade dos microrganismos isolados
nao identificados como C. pseudotuberculosis,
a literatura relata a presenga de contaminantes
em amostras clinicas que poderiam possuir as
mesmas caracteristicas morfolégicas e tintoriais
(coloragdo de GRAM), padrdo de hemodlise e
resposta a provas bioquimicas. Espécies como
Arcanobacterium pyogenes e a Pasteurella mul-
tocida poderiam estar presentes em abcessos
como contaminantes (NASSAR et al., 2015).

O diagndstico da linfadenite caseosa
apresenta muitos problemas. A apalpacédo de
linfonodos nao & confiavel, uma vez que nao
detecta os estagios iniciais da infecgdo, mas
somente aqueles casos onde os linfonodos os
outros 6rgdos estdo profundamente compro-
metidos (ILHAN, 2013). Os métodos comumen-
te usados como diagndstico para detecgéo de
Corynebacterium pseudotuberculosis em ani-
mais sdo as técnicas de cultura bacterioldgica
e ensaios soroldgicos. O C. pseudotuberculosis
€ de crescimento relativamente demorado em
meios de cultura bacteriolégicos. A recupera-
¢ao e identificagdo deste agente em diferentes
amostras clinicas por métodos microbiolégicos
tradicionais, leva cerca de 3 a 5 dias. Além dis-
so, somente amostras viaveis cultivaveis podem
ser detectadas. Vérios testes sorolégicos tém
sido utilizados para deteccdo de C. pseudotu-
berculosis apresentado resultados variaveis.
Anticorpos séricos contra C. pseudotuberculo-
sis podem ser detectados por reagdes de ini-
bicdo de hemdlise, inibicado de anti-hemolisina,
hemaglutinacdo indireta, reacdo de fixacdo do
complemento, precipitacdo em gel de difuséo,
testes de aglutinacdo e varias técnicas de ELI-
SA. Embora os testes soroldgicos apresentem
rapidez na execugado, 0s mesmos nao possuem
robusta sensibilidade e especificidade, além
disso muitos deles sao de dificil padronizacao,
especialmente aqueles baseados em hemolises
(REBOUCAS et al., 2011).

A auséncia de caracteristicas clinicas
associado aos inconveniéncias ocorridas nos
métodos microbiolégicos e soroldgicos enfa-
tizam a necessidade do desenvolvimento de
metodologias alternativas para detecao de C.
pseudotuberculosis em amostras clinicas dentre

as quais isolados de linfonodos (CETINKAYA et
al.,, 2002). Técnicas de diagnostico baseadas
em PCR vem de encontro com a necessidade
de melhoria nas ferramentas diagndsticas para
doencas infecciosas causadas por bactérias fas-
tidiosas ou de crescimento demorado (ILHAM,
2013; PACHECO et al., 2007) dentre as quais a
linfadenite caseosa.

A LC é considerada endémica no Brasil,
com prevaléncia clinica em aproximadamente
30% dos animais. As afec¢gbes causadas por
C. pseudotuberculosis em animais de produgao
provocam grandes prejuizos aos produtores,
que incluem a depreciagao da pele e 13, redugao
na producgao de carne e leite em ruminantes, in-
disponibilidade para o exercicio ou treinamento
em equinos e morte ocasional de animais com
disseminacéo sistémica do organismo. O diag-
nostico clinico da LC por apalpagédo é depen-
dente do estagio de infecgdo da doenca. O diag-
nostico laboratorial baseado em métodos micro-
biolégicos sdo demorados e os soroldgicos nem
sempre sensiveis e especificos.

Neste sentido, o desenvolvimento de
técnicas rapidas, sensiveis e especificas aplica-
das ao diagnéstico de doengas humanas e ou
outros animais causadas por espécies de Cory-
nebacterium séo desejaveis. Técnicas baseadas
na identificagdo de microrganismos por métodos
moleculares, dentre os quais PCR e PCR duplex
e multiplex tem sido amplamente utilizadas para
o diagndstico rapido, sensivel e especifico de
agentes causadores de doengas parasitarias.
Os resultados obtidos neste trabalho eviden-
ciaram a necessidade de melhoria nas técnicas
de coleta e identificagdo microbiolégicas padrao
das amostras uma vez que estas antecedem a
etapa de identificagdo molecular e sdo de ex-
trema importancia a correta identificagao genoti-
pica das cepas de C. pseudotuberculosis. Além
disso outras provas bioquimicas poderiam ter
sido realizadas aumentando a especificidade
do método microbiolégico tradicional de identi-
ficagdo aqui utilizado. Essa informacgao é de im-
portancia tanto na definigdo do agente etioldgico
causador da doenca ali estabelecida (diagndsti-
co) quanto na perspectiva de utilizagdo da cepa
para producao de uma vacina contra linfadenite
caseosa.

Comité de Etica

Este trabalho esteve de acordo com os
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principios éticos da experimentagao animal para
coleta de material nos animais, sendo aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Ani-
mal da Universidade Federal de Minas Gerais,
com o protoloco 160/2007.

Agradecimentos

Ao laboratério de Biotecnologia da
UFMG e ao laboratério de Bioprospecgao e Re-
cursos Genéticos da Unimontes pela infraestru-
tura, suporte técnico e custeio deste trabalho.
Ao programa de Pds-graduagdo em Produgao
Animal da UFMG, Campus Montes Claros.

Referéncias

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Manual
de Microbiologia Clinica para o Controle de Infecgéo
Relacionada a Assisténcia a Saude. Modulo 6 : Detecgéo e
identificacdo de bactérias de importancia médica. Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria. — Brasilia: ANVISA,
2013. 149p.

CETINKAYA, B. et al. ldentification of Corynebacterium
pseudo-tuberculosis isolated from sheep and goats by PCR.
Veterinary Microbiology, Turkey, v. 88, p. 75-83, 2002.

COSTA, L. F. M. Corynebacterium pseudotuberculosis,
o agente etiolégico da linfadenite caseosa em caprinos.
Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas, Salvador, v.1,
n.1. p.105-115, 2002.

ILHAN, Z. Detection of Corynebacterium pseudotuberculosis
from sheep lymph nodes by PCR. Revue de Médecine
Vetérinaire, Turkey, v.164, n. 2, p. 60-66, 2013.

KHAMIS, A.; RAOUOLT, D.; LA SCOLA, B. rpoB gene
sequencing for identification of Corynebacterium species.
Journal Clinical Microbiology, France, v.42, p. 3925-3931,
2004.

KURIA, J. K. N. et al. Caseous lymphadenitis in goats:
the pathogenesis, incubation period and serological
response after experimental infection.Veterinary Research
Communication, Kenia, v. 25, p. 89-97, 2001.

NASSAR, A. F. C. et al. Diagnostic comparison of
Corynebacterium pseudotuberculosisthrough microbiological
culture and PCR in sheep samples. Arquivos do Instituto
Biolégico, Sao Paulo, v. 82, p. 1-6, 2015.

PACHECO, L. G. C. et al. Multiplex PCR assay for
identification of Corynebacterium pseudotuberculosis from
pure culture and for rapid detection of this pathogen in clinical
samples. Journal Medical Microbiology, Belo Horizonte, v.
56, p. 480-486, 2007.

REBOUGCAS, M. F. etal. Corynebacterium pseudotuberculosis
secreted antigen-induced specific gamma-interferon
production by peripheral blood leukocytes: Potential
diagnostic marker for caseous lymphadenitis in sheep and
goats. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation,
Salvador, v. 23, p. 213-220, 2011.

TORRES, L.F.C. et al. Multiplex polymerase chain reaction
to identify and determine the toxigenicity of Corynebacterium
spp. with zoonotic potential and an overview of human and
animal infections. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz,
Rio de Janeiro, v. 108, n. 3, p. 272-279, 2013.

WAGNER, K.S. et al. Screening for Corynebacterium
diphtheriae and Corynebacterium ulcerans in patients with
upper respiratory tract infections 2007-2008: a multicentre
European study. Clinical Microbial Infection, London, v.
17, p. 519-525, 2011.

Cad. Ciénc. Agra., v. 8, n. 2, p. 23-29, 2016 - ISSN 2447-6218



	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack
	_GoBack

