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1. INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) € uma enfermidade cronica que acomete,
principalmente, ovinos e caprinos em todo o mundo, especialmente em regides
tropicais e subtropicais ocasionando grandes perdas econd6micas (PEKELDER,
2000). O agente causador da LC é a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis,
a qual é gram positiva, ndo esporulada, aerébica facultativa e parasita intracelular
facultativa de macrofagos (ANDERSON et al., 2005).

A LC também é conhecida por “Mal do Carog¢o” ou “Falsa Tuberculose” devido
ao fato de formar granulomas nos linfonodos internos ou superficiais e em outros
6rgdos (ZARRAGA et al., 2006). E uma doenca de facil transmissdo, ja que a
introducdo de animais infectados compromete um rebanho sadio (PEKELDER et
al.,2000; SOBRINHO, 2001). A identificagdo dos animais infectados e sua remocao
do rebanho sdo os métodos mais efetivos para o controle da LC (POWELL, 1994).
Essa identificag@o pode ser realizada, inicialmente, através do diagnadstico clinico, no
qual se visualiza a presenca de abscessos nos linfonodos superficiais do animal.

No entanto o diagndstico clinico nédo é eficaz para deteccéo de todos 0s casos
de LC (ZERBINATI et al., 2011). Desta maneira, se torna necessario o
desenvolvimento de testes de diagndstico para identificacdo de animais infectados,
principalmente os casos assintomaticos. O teste de Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) proporciona uma identificacdo precoce do contato dos animais com o
agente etiolégico.

A proteina CP1957 de C. pseudotuberculosis foi identificada como
imunogénica em um estudo de secretoma e esta presente na superficie da bactéria
(SEYFFERT et al., 2011; SANTOS etal, 2012), assim devido a essas
caracteristicas possui potencial para uso em diagnostico. Diante disso, o objetivo

deste trabalho foi a utilizacdo da proteina recombinante CP1957 em um ELISA para
diagnostico de LC.

2. METODOLOGIA
2.1 Expressao e Purificagcao da proteina CP1957 em E. coli

O gene cpl957 foi clonado no vetor pAE (RAMOS et al., 2004) e o vetor
recombinante foi utilizado para a expressao da proteina rCP1957 em E. coli BL21
Star. A deteccdo da expressédo das proteinas, bem como a pureza, foi observada
através de SDS-PAGE 12% seguido de Western blot (WB) com anticorpo
monoclonal (MADb) anti-6xHis (Sigma). A purificacdo foi realizada por cromatografia
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de afinidade em coluna de sepharose (HisTrap™), carregada com niquel. Apos a
confirmagéo da pureza as proteinas recombinantes foram dialisadas e armazenadas
a -20°C.

2.2 Soros

Um total de 200 soros de ovinos a campo da regido sul do estado do Rio
Grande do Sul (oriundos da soroteca do Laboratério de Parasitologia, 1B, UFPel)
foram utilizados. Além destes, 30 soros de ovinos negativos foram utilizados para
estabelecer o ponto de corte do ELISA.

2.3 ELISA indireto

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 1ug/mL da proteina CP1957
em tampao carbonato/bicarbonato pH 9,6 por 12-16h. Apds foi realizado o bloqueio
com PBS-leite em p6 a 5%, durante uma hora a 37°C. Os soros foram ensaiados em
duplicata, na diluicdo de 1:50 por 1h a 37°C, apos 3 lavagens com PBS-T (tween
0,05%), adicionou-se o anticorpo anti-ovino conjugado com peroxidase, na diluicdo
de 1:5000 em tampao PBS-T incubando-se por 1h a 37°C. Ap6s 5 lavagens com
PBS-T, adicionou-se ortofenilenodiamina (OPD), na concentracdo de 0,4mg/ml, em
tampao citrato-fosfato pH=4,0, acrescida do substrato peréxido de hidrogénio 30V a
0,01%. Apo6s a reacdo foi incubada a temperatura ambiente por 30 minutos, no
escuro. A leitura da absorbancia foi determinada em leitor de ELISA (Thermoplate)
com comprimento de onda de 450nm. Para controle da reagéo foi considerados os
soros controle positivos e negativos adicionados em cada placa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Obtencéo da proteina recombinante CP1957

A proteina CP1957 foi expressa por E. coli BL21 Star™ apresentando o
tamanho esperado de 35 kDa (Figura 1). A proteina foi expressa na forma insolavel,
e a solubilizacdo foi realizada com 8M de uréia. O rendimento obtido foi de 10,4
mg.L-1. ApGs purificacdo, a proteina foi dialisada contra tampao Tris-NaCl (Figura 2).
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Figura 1 - Eletroforese SDS-PAGE 12% Figura 2 - SDS-PA_GE 12%
mostrando a proteina recombinante mostr'ando a solubilidade da
Cpl1957 purificada. 1- Full Range proteina recombinante CP1957
Rainbow Molecular Weight Marker (GE), clone 1 em E. coli BL21 Star. S
2- Proteina CP1957. - Fragéo Soluvel. IN- Fracao

Insolavel.
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3.2 Padronizacao do ELISA Indireto

Foram utilizados duzentos soros ovinos para a avaliacdo do ELISA. O cut-off
de ODasso= 0,02 foi estabelecido pela média da absorbancia dos soros negativos
mais 2 desvios padrées. A média dos soros positivos foi de ODaso= 0,13.Dos 200
soros testados, 170 soros (85%) estavam acima do cut-off e foram considerados
CcOmo positivos.

Os valores de sensibilidade e especificidade foram determinados pela analise
ROC (Receiver Operating Characteristic), usando o MedCalc software estatistico
(versdo 10.3.0.0) (www.medcalc.be). Baseado na andlise ROC (Figura 3) o valor
médio de ELISA ODaso de >0,06 foi escolhido como cut-off para destinguir soros
positivos de negativos apresentando valores de especificidade de 100% e
sensibilidade de 98,8%.
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Figura 3: Andlise do ELISA indireto
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O ELISA indireto desenvolvido neste trabalho utilizando a proteina
recombinante CP1957 de C. pseudotuberculosis, apresentou uma especificidade de
100% e sensibilidade de 98,8%. Por outro lado Seyffert et al., (2011) utilizaram um
teste ELISA para deteccdo de imunoglobulinas especificas totais para antigenos
secretados de C. pseudotuberculosis e alcancaram 98,5% de especificidade e
93,5% de sensibilidade. Também em 2011, Zerbinati et al., desenvolveram um teste
de ELISA para deteccdo de anticorpos em ovinos infectados com C.
pseudotuberculosis e obtiveram uma sensibilidade de 98,0% e uma especificidade
de 100%. Assim, o ELISA desenvolvido utilizando a proteina CP1957 apresentou um
alto indice de especificidade e sensibilidade, podendo ser utilizado para o
diagndstico de LC.

4. CONCLUSOES

Os resultados demonstram que o teste ELISA utilizando a proteina
recombinante CP1957 possui especificidade e sensibilidade consideradas
satisfatorias, revelando que esse é um teste de diagndéstico que pode identificar
animais com LC em um rebanho, possibilitando assim, um melhor manejo desses
animais.


http://www.medcalc.be/
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