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1. INTRODUCAO

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma doenga crbnica debilitante, que acomete
principalmente caprinos e ovinos, causada pela Dbactéria intracelular
| Corynebacterium_pseudotuberculosis._A LC é uma doenca que causa grandes
perdas nos rebanhos mundialmente, a doenca € caracterizada pela formacédo de
abscessos em ganglios linfaticos superficiais, podendo também acometer 6rgaos e
linfonddos internos (ALVES, 2007).
O desenvolvimento de métodos de diagndstico rapidos e eficientes é de grande
importancia para a deteccdo da LC, pois muitas vezes a doenca somente €
| detectada com diagnéstico cliinico, que é um diagnéstico tardio neste caso. Métodos
rapidos que possam ser utilizados para detectar a doenca antes do aparecimento
dos sintomas é de grande importancia para a prevencdo da doenca e grandes
perdas econdmicas relacionadas a producdo de leite, 14, peso e condenacao das
carcacas (FONTAINE, 2006).
A partir dos dados do sequenciamento de C._pseudotuberculosis identificou-se
varios alvos em potencial como proteinas imunogénicas, dentre estes 0 gene
| cpl802 (SILVA, 2013), sendo esta uma provavel proteina secretada pelo C.
pseudotuberculosis.
O objetivo deste trabalho foi realizar um teste diagndéstico pelo método de ELISA
indireto utilizando a proteina recombinante CP1802, como antigeno para deteccao
| da LC utilizando soros de ovinos,,

2. METODOLOGIA

2.1.Soros

Utilizou-se 44 soros de ovinos, sendo 34 de animais negativos para LC, e 10
de animais com sintomas clinicos de LC.

2.2.Expressao da proteina recombinante CP1802

O vetor pAE/1802 previamente construido_foi utilizado para a expressédo da
proteina CP1802 em E. coli. Para isso, o DNA plasmidial (pAE/1802) foi utilizado
para_transformacéo por choque térmico na linhagem de expresséao E. coli BL21 Star.
A inducéo da expressao se deu pela adicdo de 1 mM de IPTG e o cultivo incubado
em agitador orbital a 37T por 3 h. A expressdo das proteinas recombinantes foi
confirmada através da técnica de Western blotting, utilizando o anticorpo primario
anti-histidina (1:3000) e secundario anti-camundongo conjugado com peroxidase
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(1:3000) para o reconhecimento da proteina. A purificacdo foi realizada por
cromatografia de afinidade em coluna de sepharose (HisTrap™), carregada com
niquel.

‘ 2.3 ELISAs

O ELISA utilizando a proteina recombinante CP1802 foi comparado ao ELISA
‘ que utiliza antigenos secretados de C. pseudotuberculosis,_conforme descrito por
SEYFFERT et al. (2010), este foi considerado como padrdo ouro. Para o ELISA
utiizando a proteina CP1802 recombinante, placas de Poliestireno contendo
96cavidades foram sensibilizadas com, 100 pL de da proteina CP1802 a uma
| concentracdo de 1mg/mL diluida em tampao carbonato bicarbonato_pH=9,8 a 4T
por 16h.Apds, a placa foi bloqueada com 100uL de uma solucdo de leite em pd 5%
em tamp&do PBS a 37T por 1 h, seguido de 3 lavagens com . Os soros foram
utilizados na diluicdo 1:100 em PBS-T (Tween 0,05%) em duplicata apos a placa foi
mantida a 37 por 1h, apds a placa foi lavada 3 ve zes_com PBS-T. Em seguida foi
adicionado o anticorpo_anti-ovino_conjugado com peroxidase diluido 1:5000em PBS-
T e mantida a 37°C por 1 h, apds esta etapa a placa foi lavada 5 vezes com PBS-T.
A solucao de revelacdo possui contendo 0,02% de OPD, 12mL de tampéo citrato
fosfato e 30 pL de agua oxigenada, a placa foi mantida no escuro por 15 minutos. A
absorbancia foi medida a 450nm utilizando um leitor de placas de ELISA
(MindrayMicroplate Reader MR-96A).

| 2.4 Andlise estatistica

Para a avaliacdo da especificidade, sensibilidade e ponto de corte, 0s

| resultados dos 44 soros foram analisados sendo submetidos ao Receiver Operating

Characteristic (ROC) utilizando o MedCalc estatistica (versdo 10.3.0). Esta analise

traca devidamente os verdadeiros positivos dos verdadeiros negativos a fim de

estipular o ponto de corte. Para avaliarmos a sensibilidade e a especificidade

utilizamos o teste de ELISA com proteinas secretadas como padréo e, dessa forma,
analisamos o teste de ELISA utilizando a proteina recombinante CP0369.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos através do ELISA utilizando proteinas secretadas de C.
pseudotuberculosis foram comparados com os resultados obtidos com o ELISA
utilizando a proteina recombinante CP1802. Os 44 soros foram avaliados através
dos dois ELISAs (proteinas secretadas e CP1802). A analise de sensibilidade e
especificidade foi avaliada através da analise ROC, a qual revelou uma sensibilidade
de 100% e uma especificidade de 88,2% utilizando um ponto de corte de
D0450=0,036 (figura 1).

| Um ELISA utilizando antigenos obtidos por sonicacdo de um cultivo de C.
pseudotuberculosis apresentou uma especificidade de 71% e uma sensibilidade de
83% (BINSS, 2007), poucos trabalhos utilizam proteinas recombinantes de C.
pseudotuberculosis para testes de diagnostico como ELISA, em uma das
abordagens foram correlacionados 2 testes, 1 utilizando proteinas de células inteiras
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e outro utilizando a proteina recombinante phospholipase D (rPLD) os quais
obtiveram uma sensibilidade de 81% e 97% e especificidade de 98% e 99%
respectivamente (STING, 2012).

Figura 1: Analise dos testes de ELISA
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Analise do ELISA-CP1802 usando as 44 amostras. O grafico mostra a frequiéncia de
soros confirmados positivos (1) e soros confirmaodos negativos.

4. Conclusbes

O ELISA indireto desenvolvido utilizando a proteina CP1802 se mostrou util em
| diferenciar ovinos sadios de infectados, desse modo esse formato de ELISA pode
ser utilizado de maneira eficiente como um teste de diagndstico para a LC.
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