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Desenvolvimento de ELISA utilizando proteinas recombinantes de
Corynebacterium pseudotuberculosis para a linfadenite caseosa
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Linfadenite caseosa (LC) trata-se de uma enfermidade cronica, causada por
Corynebacterium pseudotuberculosis, caracterizada pela formacdo de abscessos em
linfonodos e visceras, que acomete pequenos ruminantes. Na LC, o diagndstico representa
nao somente uma forma de deteccdo da doenca, mas também uma importante forma de
controle, tendo em vista que a partir da identificacdo de um animal com LC, o mesmo deve
ser removido do rebanho. A técnica de ELISA indireto com a associacdo de proteinas
recombinantes vem sendo utilizada em ovinos e tem resultado em elevada acuracia
diagnéstica. Os efeitos da associacdo dos antigenos rCP01850 e rCP40 em ELISA indireto
para diagndstico da LC em caprinos ainda nao havia sido descrito, o que foi proposto neste
trabalho. A padronizacdo do ELISA indireto foi efetuada por meio do método checkerboard
titration para estabelecimento das concentracfes mais adequadas da combinagcdo das
proteinas recombinantes, dos soros e do anticorpo secundario. Para a validagdo do ELISA,
foram utilizadas 80 amostras de soro caprino, sendo 40 caracterizadas como positivas,
provenientes de caprinos nativos, que apresentavam LC clinica, confirmada através de
diagndéstico microbioldgico, e 40 como negativas, oriundas de caprinos com até 1 ano de
idade sem sinais de LC e provenientes de regido nao-endémica para a LC. Placas de
poliestireno de 96 pogos, foram sensibilizadas com 100 pL por poco contendo 2,0 pg/mL de
proteinas recombinantes (na proporgdo 1:1 de rCP01850 e rCP40), diluida em tampé&o
carbonato bicarbonato pH 9,6; as placas foram incubadas a 4° C durante 16 h. O bloqueio
foi realizado com PBS-T com 5 % de leite em p6 desnatado durante 2 h a 37° C. As amostras
de soro foram utilizadas na dilui¢do de 1:50, cada placa contando com um controle positivo,
um controle negativo e um branco (apenas PBS-T sem soro animal), e incubado por 1 h a
37 °C. Foi feita a incubacdo de IgG anti-cabra marcado com peroxidase, na diluicdo de
1:5000, por 45 minutos a 37 °C. Para revelagéo, usou-se o tampéao citrato-fosfato pH 4,0,
OPD e peroxido de hidrogénio, com incubacéo por 15 minutos. As reacfes foram paradas
com solucdo de acido sulfurico a 5 %, posteriormente, a leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 492 nm. Os resultados das absorbancias
foram expressos em média + desvio padréo, e foi gerada uma curva ROC usando o software
SPSS v. 12.0 (IBM), para o estabelecimento do ponto de corte e determinagéo dos valores
de especificidade e sensibilidade. A curva ROC plotada demonstrou que em ponto de corte
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de 0,254, obteve-se os valores maximos de sensibilidade de 85 %, de especificidade de 90
% e de acuracia de 92 %. Portanto, o ELISA indireto utilizando as proteinas recombinantes
rCP01850 e rCP40 mostrou-se promissor enquanto método de diagnéstico de LC em
rebanhos caprinos e pode ser um método auxiliar importante no controle e prevencéao da
doenca nos rebanhos.
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