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RESUMO

A linfadenite caseosa (LC) é uma doenca que atinge principalmente rebanhos de
caprinos e ovinos. Em sua forma visceral o diagndstico clinico é impossibilitado, tendo como
alternativa o diagndstico soroldgico. O uso de proteinas recombinantes para diagnosticar a
linfadenite caseosa vem crescendo nos Ultimos anos, e a proteina rCP01850 j& apresentou
resultados promissores no diagnéstico de LC em ovinos por ELISA indireto. Deste modo,
considerando as diferencas entre as respostas imunologicas de caprinos e ovinos, o presente
trabalho tem por objetivo realizar a padronizagdo de um ELISA indireto utilizando a proteina
rCP01850 para caprinos. Para tanto, a proteina rCP01850 foi expressa de forma heter6loga em
Escherichia coli utilizando o plasmideo pAE/cp01850 previamente construido. A proteina foi
purificada utilizando cromatografia de afinidade ao niquel e quantificada utilizando o método
do &cido bicinconinico (BCA). A identidade da proteina recombinante foi comprovada por
western blot (WB) com anticorpo monoclonal anti-6x-his-tag. Para a padronizag&o foi utilizado
0 método checkerboard titration, onde um pool de soros negativos e um pool de soros positivos
foram utilizados. Um total de 70 soros caprinos, sendo 35 provenientes de animais com LC e
35 de animais negativos, oriundos de areas negativas, foram utilizados para a avaliacdo do
desempenho do teste padronizado. Como resultado da expressdo da proteina recombinante
testada, obtivemos um rendimento de 5,3 mg/L da proteina rCP01850 que apresentou
aproximadamente 33,5 kDa no WB. O ELISA indireto utilizando a proteina rCP01850 para
caprinos apresentou sensibilidade de 94,3%, especificidade de 100%, e acuracia de 99,7%,
quando o ponto de corte foi 0,10425. Conclui-se que a proteina rCP01850 pode ser utilizada

com grande precisdo para o diagnostico de LC em caprinos.

Palavras-chave: Diagndstico soroldgico, fosfatase acida recombinante, pequenos ruminantes.



ABSTRACT

Caseous lymphadenitis (CL) is a disease that mainly affects goat herds. Clinical
diagnosis of LC visceral form it is not possible, with serological diagnosis being an alternative
method. The use of recombinant proteins for the diagnosis of caseous adenopathy has been
widespread in the recent years, and the protein rCP01850 has already shown promising results
when used in an indirect ELISA for the diagnosis of CL in sheep. Therefore, considering the
differences between the immune responses of goats and sheep, the present work aims to
standardize of indirect Elisa method, using the protein rCP0850 for caprine. Therefore, the
rCP01850 protein was expressed heterologously in Escherichia coli using the previously
constructed plasmid pAE/cp01850. The protein was purified using nickel affinity
chromatography and quantified using bicinchoninic acid (BCA). The identity of the
recombinant protein was confirmed by western blot (WB) using anti-6x-his-tag monoclonal
antibody. The method checkerboard titration was used for the standardization of XXX, where
an antibody pool method and a used positive serum method were used. A total of 70 goat sera
samples were used to evaluate the performance of standardized indirect ELISA, being 35
negative and 35 positive for CL. As a result of expression of the tested recombinant protein, we
obtained a yield of 5.3 mg/L of the rCP01850 protein which showed approximately 33.5 kDa
in WB. The indirect ELISA using an rCP01850 protein for goats showed a sensitivity of 94.3%,
specificity of 100% and accuracy of 99.7%, when the cut-off point was 0.10425. We conclude
that the rCP01850 protein can be used with great precision for the diagnosis of CL in goats.

Keywords: Serological diagnosis, recombinant acid phosphatase, small ruminants.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a caprinocultura € uma pratica amplamente difundida, que remonta aos
tempos da ocupacdo portuguesa, se fazendo presente nas cinco grandes regides do pais, mas
principalmente no Nordeste, que conta com mais de 90% dos rebanhos nacionais (Farias et al.,
2019). A criacdo de caprinos € parte muito importante do agronegdcio, principalmente em
localidades onde ha grande presenca de pequenos produtores, que, embora contenham um
numero significativo de animais, ainda possuem uma baixa producdo devido a algumas
vulnerabilidades e problemas de saude que prejudicam a cadeia de producdo (Barnabé et al.,
2020).

Uma das principais doencas que atingem os rebanhos caprinos € a Linfadenite Caseosa
(LC), que tem como agente etiolégico a bactéria aerdébica, pleomdrfica, gram-positiva e
intracelular facultativa Corynebacterium pseudotuberculosis (Guimardes et al., 2011). C.
pseudotuberculosis ja teve sua sensibilidade a antibioticos in vitro demonstrada. No entanto, a
bactéria resiste obstinadamente ao uso de antibiodticos in vivo (Maron, 2017), devido sua
capacidade de produzir biofilmes, tornando ineficaz o tratamento para a doenca uma vez que 0
animal ja esteja infectado.

A LC é uma doenca cronica, subclinica, e que causa diversos prejuizos econdémicos
devido a sua alta incidéncia nos rebanhos. A deteccéo da LC é dificultada quando se apresenta
em sua forma visceral, e afeta os linfonodos ou até mesmo os 6rgdos internos, dificultando o
diagnostico com o animal em vida, tornando possivel a identificacdo da doenca apenas ap6s 0
abate (Barnabé et al., 2020). O padrdo-ouro para a identificacdo da doenca € o isolamento do
agente etiologico a partir dos linfonodos afetados, mas esta técnica estd limitada aos casos
clinicos (que afetam linfonodos superficiais), sendo ineficaz para os casos onde as lesdes afetam
os linfonodos e 6rgdos internos além de ser pouco préatica e demorada (Barral et al., 2019). Com
isso, se faz necessario que o diagnostico desta doenca ocorra de forma mais acessivel, como
por meio de ensaios de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), um método mais econémico e
facilmente aplicavel na rotina laboratorial (Silva et al., 2019).

Embora sejam capazes de detectar quando os animais estdo apresentando a forma
interna da doenca, muitos ELISA ndo possuem sensibilidade e especificidade satisfatérias, o
que pode ocasionar na ndo-detec¢do de animais que estejam positivos para a LC na forma
visceral, e assim contribuir para a continuacdo da disseminacdo da doenca dentro do rebanho
(Barral et al., 2019).
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A utilizacdo de proteinas recombinantes como antigenos no ELISA tem se mostrado
uma alternativa promissora na realizacdo do diagnostico de linfadenite caseosa, pois por utilizar
antigenos purificados, espera-se que haja uma alta especificidade e significativa sensibilidade
(Silva et al., 2019).

Dentre as proteinas recombinantes que podem ser promissoras para o diagnostico da
LC, Rezende et al., (2016) apontou a rCP01850 como uma das principais proteinas secretadas
de C. pseudotuberculosis, sendo um alvo em potencial para os ensaios de detec¢do da doenca,

tanto em ovinos, como apresentado em seu trabalho, quanto em caprinos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Linfadenite Caseosa

Apesar de estar presente por toda a regido, a caprinocultura praticada no Nordeste do
Brasil enfrenta desafios em seu manejo sanitario, que dificultam a manutencdo dos rebanhos e
diminuem a produtividade dos animais. Dentre as doencas que podem acometer 0s caprinos, a
principal é a linfadenite caseosa (LC) (Cruz, 2019). A LC é uma doenca que apresenta presenca
cosmopolita, caracterizada pelo aparecimento de granulomas contendo material caseoso, nos
linfonodos superficiais e internos (Corréa, 2018) que gera prejuizos devido a alta incidéncia
nos rebanhos e morbidade dos animais acometidos, comprometendo as funcbes organicas e
gerando prejuizos para 0 pequeno produtor, pois impacta no ganho de peso do animal, na
producdo de leite, fazendo com que a comercializacdo destes produtos seja diminuida (Farias
etal., 2019).

A LC pode se apresentar na forma externa, afetando os linfonodos superficiais, e na
forma interna, afetando linfonodos internos e alguns érgdos, as duas formas podem ocorrer
simultaneamente ou separadamente (Oreiby, 2015). A entrada da bactéria no organismo do
animal resulta em uma infeccdo piogénica que acarreta na hipertrofia dos linfonodos afetados,
podendo estar acompanhado de abcessos no exterior desses linfonodos (Barnabé et al., 2019).

Em caprinos, 0 mais comum é a forma externa da LC, onde os linfonodos mais atingidos
sdo os pré-parotideos e os pré-escapulares, e devido ao aumento de volume que ocorre com a
formacdo do granuloma (Sa et al., 2019), se torna mais fécil de visualizar a hipertrofia desses
linfonodos, e assim identificar a doenca. Ja nos casos de LC visceral, 0s sinais sS40 menos
visiveis, pois os linfonodos afetados ndo séo facilmente acessados, podendo ser detectado sua
hipertrofia apenas ap6s o abate (Windsor, 2014). Nestes casos, pode afetar ndo somente 0s
linfonodos como também os érgdos internos, principalmente os pulmdes (Sa et al., 2019).

Os animais acometidos por esta forma de LC podem ainda apresentar sintomas como
perda de peso progressiva, distarbios respiratorios e timpanismo ruminal cronico, além de
impactar na producgéo de carne, leite, e acarretar na perda econdmica devido a condenagéo das

carcacas dos animais abatidos, pela presenca da infeccdo (Al-Gaabary et al., 2009).
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2.1.1 O agente etioldgico

A LC tem como agente etiologico o bacilo Gram negativo, pleomorfico (Gerelli, 2018),
intracelular facultativo, Corynebacterium pseudotuberculosis, cuja morfologia se apresenta na
forma de cocobacilo, com cerca de 0,5-0,6 pum de largura, e 1-3 um de comprimento (Guimaraes
et al., 2011). C. pseudotuberculosis ossui capacidade fermentativa e € responsavel pela
formacéo do abcesso granulomatoso caracteristico da doencga (Marques, 2019), se apresentando
em duas variantes, biovar Ovis, que atinge ovinos e caprinos, e biovar Equi, (Guimaraes et al.,
2011).

Seu cultivo é favorecido quando em meio BHI (sigla do inglés Brain Heart Infusion)
suplementado com triptona, onde se apresenta com coloracdo branco-amarelada, ja& em meio
agar-sangue, forma coldnias convexas, de cor branco-acinzentada (Rodriguez-Dominguez,
2020). Além de causar linfadenite caseosa em pequenos ruminantes, a C. pseudotuberculosis

biovar Equi é responsavel pela linfangite ulcerativa em bovinos e equinos (Barral, et al., 2019).

2.1.2 Transmissao

A transmisséo da doenca entre os animais ocorre principalmente pela pele, machucada
ou ndo, e por via oral, seguido pelo trato respiratério, e pelo alimentar (Kaba, 2011), pode
também ocorrer através de briga entre os animais, ou até mesmo durante o processo de
marcacdo dos animais, utilizando os mesmos instrumentos sem higienizacdo adequada (Gerelli,
2018). Ocorre também quando séo inseridos novos animais no rebanho, que podem estar
apresentando a forma subclinica da doenga, e disseminar a doenga para 0s animais saudaveis
(Corréa, 2018).

O agente etioldgico da LC, que esta presente em grande quantidade nos abcessos
formados nos linfonodos (Marques, 2019), é liberado no ambiente uma vez que o abcesso é
rompido, promovendo a disseminagdo da doenca por um longo periodo de tempo, pois ja foi
relatado que a C. pseudotuberculosis € capaz de sobreviver no solo por até 8 meses (Gerelli,
2018).

2.1.3 Diagnostico clinico e microbiologico

Com a alta prevaléncia dentro do rebanho, um grande numero de animais pode
desenvolver sintomas clinicos e apresentar hipertrofia nos linfonodos externos (Oreiby, 2015).

Com isso se torna mais facil a identificagdo visual da doenca, o que possibilita a realizagdo de
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um diagnéstico microbioldgico, que é o padrdo ouro para o diagnostico da LC, com o
isolamento do patogeno a partir dos abscessos (Barnabé, 2019). No entanto, este formato de
diagnostico ndo é possivel em todos os casos, pois a linfadenite caseosa se apresenta tambem
na forma visceral, e neste caso, por atingir linfonodos e 6rgéos internos, onde a sua deteccéao
ndo é tdo simples (Al-Gaabary, 2009).

Em suma, a deteccdo da LC nos casos onde se apresenta na forma visceral, acontece
apos abate, quando a carcaca é aberta e é possivel localizar os linfonodos hipertrofiados e 0s
Orgdos que apresentam a lesdo purulenta, causando perda econdmica para o produtor, pois estas
carcacas sdo parcial ou totalmente condenadas (Barnabé, 2019).

O diagndstico microbioldgico, apesar de ser o padrdo ouro, ndo é sempre eficaz. O
isolamento e identificacdo das bactérias a partir dos abcessos nao € possivel sempre, em alguns
casos, as bactérias presentes nas lesdes podem ndo ser viaveis para isolamento e cultura in vitro
(Guimaraes et al.,2011).

2.1.4 Diagnostico soroldgico

Para o controle da transmissao da doenca dentro do rebanho, é necessario identificar os
animais infectados e retira-los do convivio com os demais animais (Windsor, 2011). Para
efetuar tal identificacdo com mais precisdo, a analise soroldgica dos rebanhos pode ser uma
opcao eficaz, pois permite a deteccdo de anticorpos anti-C. pseudotuberculosis tanto nos casos
clinicos, onde é possivel ter acesso aos abcessos, quanto nos casos subclinicos, onde s6 é
possivel acessar 0s abcessos apds o abate dos animais (Oreiby, 2015).

No diagnostico soroldgico, ndo se detecta diretamente o patdgeno causador da doenca,
Ou seus componentes, mas sim 0s anticorpos produzidos pelo animal em reacdo a infecgéo, e
assim detectar indiretamente a presenca do patégeno (Faccioli-Martins, 2014). Assim, alguns
testes soroldgicos vem sendo desenvolvidos para detectar a LC em animais assintomaticos,
como o teste de aglutinacdo de soro, imuno-difusédo em gel, inibicdo da hemdlise (Rezende et
al.,, 2016) e testes de ELISA, utilizando diversas preparagdes antigénicas de C.
pseudotuberculosis (Reboucas et al., 2013) ou diferentes proteinas recombinantes como a
rPLD, rCP40 e rCP09720 (Barral, et al., 2019; Silva et al., 2019).

Inicialmente, os testes de ELISA para diagndstico de LC utilizavam como antigeno um
preparado de parede celular de C. pseudotuberculosis ou exotoxina derivada do sobrenadante
do cultivo como antigeno. A sensibilidade do teste era considerada boa, mas a especificidade

era relativamente baixa, o que gerava resultados falso-positivos, podendo comprometer o
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programa de controle da doenca por indicar para o sacrificio animais saudaveis do rebanho
(Baird and Fontaine, 2007).

Para aumentar a sensibilidade e especificidade do teste, se faz necessario a utilizacao de
antigenos mais reativos. O antigeno imunodominante, e exotoxina majoritariamente produzida
pela C. pseudotuberculosis é a fosfolipase D (PLD) (Silva et al., 2019). Essa enzima € a
responsavel pela hidrolise da esfingomielina, o que acarreta no enfraquecimento da membrana
celular do hospedeiro e aumenta sua permeabilidade, favorecendo assim o processo infeccioso
(Silva et al., 2019). Diversos imunoensaios ja utilizaram a PLD como antigeno, um ELISA
utilizando a rPLD como antigeno apresentou uma sensibilidade de 86,3% e especificidade de
82,1% (Menzies et al. 1994), Silva et al. (2019) obteve especificidade de 90% e sensibilidade
de 92% no ELISA indireto para deteccdo da LC em ovinos. Ja o ensaio realizado por Barral et
al. (2019) apresentou especificidade de 98,7% e sensibilidade de 91%, com acuréacia de 96,5%,
também para ovinos.

A resposta imunologica difere em caprinos e ovinos devido a diferengas cruciais entre
as cepas de C. pseudotuberculosis que infecta cada um, Hoelzle et al., (2013) identificou que
existe diferenca entre as proteinas detectadas a partir da cepa isolada de caprinos e a cepa
isolada de ovinos, tendo detectado ao menos cinco proteinas a partir da cepa isolada de ovelhas
que ndo foram detectadas em caprinos.

Alguns formatos do teste ELISA usam proteinas recombinantes para o diagnéstico de
LC, o que pode conceder niveis altos de especificidade ao teste, associado com valores de
sensibilidade significantes devido ao uso de apenas um antigeno purificado (Rezende et al.,
2016). Buscar tais antigenos que sejam mais especificos ao teste, envolve a utilizacdo de
ferramentas biotecnoldgicas tais como sequenciamento de nova geracdo e andlises utilizando
ferramentas da bioinformatica, que podem acarretar na identificacdo de novos antigenos
cruciais no desenvolvimento de novas vacinas e testes diagnosticos (Barral et al., 2019). O
desempenho e a aplicabilidade de tais testes sorolgicos dependem diretamente da sele¢do de
um antigeno imunodominante que seja reconhecido na maioria dos hospedeiros infectados pela
C. pseudotuberculosis (Oreiby, 2015).

2.1.4.1 Uso da proteina recombinante rCP01850

A proteina recombinante rCP01850 é uma fosfatase acida, contendo 410 aminoacidos e
peso molecular aproximado de 33,5kDa, codificada pelo gene cp1002_RS01850 (anteriormente

cp1002_0369) (Santos et al., 2012), foi produzida in vitro pela primeira vez na UFPel utilizando
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a tecnologia do DNA recombinante, tendo sido produzida em Escherichia coli, utilizando o
vetor de clonagem pAE (Ramos et al., 2004). Essa fosfatase acida recombinante foi utilizada
em vacinas de subunidade para linfadenite caseosa, tendo sua patente depositada em
21/07/2016, utilizando prépolis vermelha brasileira, ou saponina como adjuvante na
composi¢do (NUumero de deposito da patente no INPI: BR 102016016891-0 A2).

Essa proteina foi utilizada ainda na detec¢do de LC caseosa em ovinos, tendo papel
fundamental nesse processo como alvo antigénico, no trabalho realizado por Rezende (2016).
Neste experimento, um total de 60 amostras de soro foi utilizado, sendo 40 amostras negativas,
retiradas de ovelhas localizadas em areas ndo endémicas, que foram incluidos no experimento
apenas com a comprovacao do resultado negativo no ELISA realizado, e 20 amostras positivas,
retiradas de animais que apresentavam sintomas de LC, que foram incluidos apenas aqueles dos
quais foi possivel isolar a C. pseudotuberculosis a partir das lesbes, e apresentaram resultado
positivo no ELISA (Rezende et al., 2016).

Como resultado, foram obtidas especificidade de 92,5%, e sensibilidade de 90%, o que
se considera excelentes niveis, e que abre as portas para 0 uso desta proteina para o diagnostico
soroldgico de LC em ovelhas. Silva (2019) também utilizou a proteina rCP01850 em um ELISA
indireto para deteccdo de linfadenite caseosa em ovinos, mas em associagcdo com a rPLD, e
obteve uma sensibilidade de 92,5% e especificidade de 72% (Silva et al., 2019).

2.1.5. Resposta imunologica ao C. pseudotuberculosis e sua relagdo com o
imunodiagnostico

E importante ressaltar que a LC age de forma diferente em ovinos e caprinos, justamente
pela diferenca entre os sistemas imunologicos destas duas espécies (Hoelzle et al., 2013). Os
testes ELISA ndo sdo igualmente aplicados a caprinos e ovinos devido a resposta sorolédgica de
cada espécie a diferentes antigenos da C. pseudotuberculosis, pois ha variacdo nos antigenos
que a bactéria apresenta de acordo com a espécie que é infectada (Hoelzle et al., 2013).

Por exemplo, o ELISA mais comumente utilizado, que tem PLD como Unico antigeno,
ndo é capaz de identificar todos os animais infectados, sobretudo se for utilizado para
diagnosticar ovelhas no estagio subclinico da doenca, 0 que pode explicar 0 sucesso prévio de
certas técnicas de ELISA em diagnosticar e erradicar LC em cabras de forma muito mais eficaz

do que em ovelhas (Oreiby, 2015).
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Devido a isso, se faz necessario que sejam testadas diferentes antigenos de C.
pseudotuberculosis para deteccdo soroldgica da LC, ou até mesmo utilizar esses antigenos em

associacdo, de forma a desenvolver testes mais precisos e especificos (Silva, et al., 2019).
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3. OBJETIVOS DA PESQUISA

3.1. Objetivo Geral

Desenvolver e padronizar um ELISA indireto utilizando a proteina recombinante
rCP01850 de C. pseudotuberculosis para o diagnostico de linfadenite caseosa em caprinos

3.2. Objetivos Especificos

- Expressar a proteina rCP01850 de forma heter6loga

- Padronizar o método de ELISA indireto utilizando a proteina rCP01850 para caprinos;

- Avaliar o desempenho do ELISA indireto utilizando a proteina rCP01850 para o
diagnostico de LC em caprinos.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Aspectos éticos

Todos os procedimentos envolvendo animais foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), sob o numero de protocolo 23091.007402/2018-65. Os procedimentos foram
realizados de acordo com o estabelecido pelo Conselho Nacional de Experimentacdo Animal
(CONCEA).

4.2. Coleta dos soros caprinos

A coleta de sangue dos caprinos foi realizada por meio de puncao da veia jugular, com
assepsia prévia, as amostras foram acondicionadas em tubos identificados, e refrigeradas em
caixas isotérmicas para transporte até o Laboratério de Biotecnologia Aplicada a Doencas
Infecto-Parasitarias (LABIP) para extracdo do soro por centrifugacdo, e acondicionamento em
freezer a -20°C.

Foi utilizado um total de 70 soros para o experimento, sendo 35 caracterizados como
positivos e 35 como negativos. O grupo controle negativo, consistiu de caprinos de até 1 ano
de idade sem sinais de LC e provenientes de propriedades com histérico de controle adequado
da doenca. Foi realizado ainda um ELISA indireto utilizando antigenos secretados da cepa 1002
de C. pseudotuberculosis de acordo com metodologia previamente descrita (Seyffert et al.,
2010), com 98,5% de especificidade e 93,5% de sensibilidade para confirmacdo do status de
soronegativo. Os animais que faziam parte do grupo controle positivo apresentavam lesdes
externas caracteristicas de LC, e se efetuou a confirmacéo de C. pseudotuberculosis através de

caracterizacdo microbioldgica.

4.3. Expressao e purificagdo da proteina recombinante rCP01850

A proteina foi expressa utilizando a cepa de E. coli BL21 (DE3) Star utilizando-se do
plasmideo recombinante pAE/CP01850, previamente construido pelo grupo do Laboratorio de
Biotecnologia Infecto-parasitaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), a transformacéo
das bactérias foi realizada através de choque térmico. Resumidamente, em um eppendorf de 1,5
mL, foi colocado 100uL de CaClz, as bactérias a serem transformadas e 3uL do plasmideo
pAE/CP01850. O eppendorf foi levado ao gelo durante 15 minutos e entdo foi colocado em
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banho-maria a 42°C durante 40 segundos, e em seguida colocado novamente no gelo por 2
minutos.

Ap0s o processo de transformacdo por choque térmico, foi adicionado 500uL de meio
LB (Luria Bertani) liquido, e o cultivo foi submetido a agitacdo durante 2h, em temperatura de
37°C. Subsequentemente, foi plagueado 100uL do cultivo bacteriano em meio LB sélido com
ampicilina (100 pg/mL), que foi utilizada aqui por ser o marcador de selecdo das coldnias
transformadas.

Em seguida o eppendorf foi levado a centrifuga, a 7.000 rpm por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso no liquido residual restante no eppendorf
e plagueado. Ambas as placas foram deixadas em estufa aquecida a 37°C por 16h, para o
crescimento das col6nias transformadas.

Uma vez que as coldnias transformadas cresceram, foi preparado o pré-indculo para a
expressao em larga escala, em um tubo do tipo Falcon de 50 mL, foi adicionado 7 mL de meio
LB, com ampicilina, e uma coldnia foi selecionada da placa e transferida para o Falcon, o
cultivo foi colocado sob agitacdo durante 16h, novamente a 37°C. Passadas as 16h, 5 mL do
pré-indculo foram utilizados para o cultivo em larga escala.

Para tanto, foram preparados 5 erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL de meio LB
liquido e ampicilina, a cada um foi adicionado 1 mL do pré-in6culo, e foram levados a shaker
orbital durante 3h, o crescimento das col6nias foi medido 2h apds o inicio do tempo, e quando
a densidade 6tica (DO) dos cultivos atingiu a faixa entre 0,6 e 0,8, a indu¢do da expressao foi
realizada, adicionando 100uL de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG), e retornou para
a agitacao durante 3h, a 37°C.

Finalizado a inducdo, o cultivo foi transferido para tubos Falcon de 50 mL e
centrifugado durante 15 minutos a 7.000 rpm, a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet
congelado até posterior tratamento. Para isso, o conteudo de cada Falcon foi ressuspenso em 5
mL de tampédo PBS 1x gelado, e transferido para dois Falcons (totalizando 50 mL). A cada
Falcon foi adicionado lisozima, na proporc¢do 1:1000, e em seguida o conteudo foi submetido a
15 ciclos de sonicagdo, cada um com duragéo de 15 segundos e com intervalo de 15 segundos
entre os ciclos.

Ap0s a sonicacdo, o contetdo foi submetido a agitacdo em camara fria durante 30
minutos, e entdo foi centrifugado novamente a 7.000 rpm por 15 minutos, a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspenso em 30 mL de Akta Wash com
ureia (NaH2PO4 20 mM, NaCl 0,5 M, Imidazol 5 mM, Uréia 8 M), para solubilizagdo das

proteinas, e entdo foi colocado em camara fria sob agitacdo, durante 16h. Os falcons foram
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submetidos a centrifugacdo durante 1h e 30 min, a 10.000 rpm e 4°C, e entdo o sobrenadante
foi filtrado em membrana de 0,45 mm, para seguir com a purificacdo, a solucéo filtrada
contendo a rCP01850 foi purificada em coluna de niquel Histrap™ (GE Healthcare). A pureza
foi determinada através da realizacdo de um gel de SDS-PAGE a 12% das fracdes obtidas na
purificacdo. As fracBes contendo proteina recombinantes foram dialisadas em tubos
SnakeSkin™ 10.000 MWCO (Thermo Scientific). A concentracdo das proteinas obtidas foi

determinada utilizado o kit Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Scientific)

4.4. Western Blot para a confirmacao da identidade da proteina rCP01850

Para determinar a identidade da proteina rCP01850, foi realizado um Western Blot. A
proteina foi misturada com tampé&o de corrida [Tris/HCI 100mM, pH 6,8; 2-mercaptoetanol
100mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%, e glicerol 20%], aquecido a 95°C durante 10
minutos para digestdo das proteinas, e submetido a eletroforese em SDS-PAGE 12%. Apos
corrida, as proteinas foram transferidas eletricamente para uma membrana de nitrocelulose
usando o Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad), a 18V por 1h, usando o tampao
Bjerrum Schafer-Nielsen (Tris 48mM, glicina 39mM, 20% de metanol e pH 9,2).

A membrana foi blogueada com PBS + 5% de caseina durante 1h, a 37°C, entdo foi
lavada trés vezes com PBS-T 0,05% durante 5 minutos, e incubada por 1h com o anticorpo
monoclonal Anti-His6-Peroxidase (Roche), diluido na proporcao de 1:4.000 em PBS-T, a 37°C.

As bandas reativas foram visualizadas usando 3,3’-diaminobenzidina e H202.

4.5. Padronizagao do ELISA indireto utilizando a rCP01850

Para selecionar as melhores concentragdes da proteina recombinante, dos soros, e do
anticorpo conjugado, foi utilizando o método checkerboard titration, que consiste em,
primeiramente, testar diferentes diluicbes da proteina com diferentes diluigdes de soro,
mantendo a concentracdo de anticorpo conjugado fixa, para definir qual seria a melhor diluicéo
do antigeno a ser utilizado. Para a padronizacdo foi utilizado um pool de 3 soros
comprovadamente positivos e 3 soros comprovadamente negativos conforme descrito no item
4.2. Foram utilizadas, para a proteina, as concentragdes de 0,25, 0,50, 1 e 2ug/mL, em tampéo
carbonato-bicarbonato, e o soro foi utilizado nas dilui¢cBes de 1:400, 1:200, 1:200 e 1:50 em
PBS-T + 1% de caseina (Figura 1).
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Figura 1: método checkerboard titration em placa de 96 pogos. Nas colunas foram testadas as diferentes concentragdes da proteina
rCP01850, e nas linhas as diferentes concentracdes de soro caprino. A concentragdo de anticorpo foi fixada em 1:10.000.
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Com a definicdo da concentracdo étima da proteina, é testado diferentes concentragGes
do soro com diferentes concentragcfes do anticorpo, para entdo verificar a melhor concentracéo
de soro e de anticorpo conjugado, para o anticorpo, foram utilizadas as concentracGes de
1:40.000, 1:20.000, 1:10.000 e 1:5.000, conforme Figura 2.

Figura 2: método checkerboard titration em placa de 96 pogos. A concentracdo da proteina rCP01850 foi fixada em 2ug/mL, e
foram testadas diferentes concentragdes do soro caprino nas colunas, seguindo o padrdo de branco, positivo e negativo para cada

concentracéo, e nas linhas diferentes concentragdes do anticorpo conjugado.
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4.6._Ava|iagéo do desempenho do ELISA indireto utilizando rCP01850 frente aos
SOros caprinos

Os 70 soros coletados foram testados frente a metodologia do ELISA indireto com
rCP01850 padronizada conforme descrito no topico 4.5. Em resumo, em placas de poliestireno
de 96 pocos, foi realizada a sensibilizacdo dos pocos utilizando 100uL por poco da proteina
recombinante rCP01850, na concentragdo de 2 pL/mL, diluida em tampdo carbonato-
bicarbonato pH 9,6, e incubado a 4°C durante 16h. A placa entdo foi lavada trés vezes com
PBS-T (0,05%), e foi utilizado PBS-T com 5% de caseina durante 2h a 37°C, para a realizacéo
do blogueio. A placa foi novamente lavada trés vezes com PBS-T (0,05%), e entdo foi aplicado
as amostras de soro na diluicdo de 1:50, em duplicata, cada placa contando com um controle
positivo, um controle negativo e um branco, e incubado por 1h a 37°C. Entéo, apds mais trés
lavagens, foi adicionado o conjugado IgG anti-cabra marcado com peroxidase, na diluicdo de
1:5000, e incubado durante 45 minutos a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada cinco vezes, e
foi aplicada a solucdo de revelacdo contendo tampdo citrato-fosfato pH 4,0, OPD e peroxido de
hidrogénio, e deixado a temperatura ambiente e em local escuro por 15 minutos. As reacdes
foram paradas com solucgéo de acido sulfurico a 5%, e a leitura da absorbancia foi realizada em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 492 nm.

4.7. Andlise estatistica

Os resultados das absorbancias do ELISA foram expressos em média + desvio padréo,
e a partir deste resultado, foi gerada uma curva ROC (Receiver Operating Characteristic)
usando o software SPSS v. 12.0 (IBM), para o estabelecimento do ponto de corte e
determinacdo dos valores de especificidade, sensibilidade. A area sob a curva foi utilizada para

determinar a acuracia do ensaio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressao da proteina rCP01850 de Corynebacterium pseudotuberculosis rendeu o
total de 5,3 mg/L. O rendimento da proteina foi suficiente ndo apenas para este estudo, mas
também para pesquisas futuras que serdo realizadas por nossa equipe. O rendimento final
apresentou valor parecido com o obtido por Rezende et al., (2016), que foi de 6mg/L, mas foi
inferior ao rendimento obtido por Silva et al., (2019), de 11mg/L.

Apos a purificacdo, observou-se que a proteina rCP01850 foi liberada nas fragdes 2, 3
e 4 (Akta Elution 10, 20 e 30%), respectivamente (Figura 3). A identidade da proteina rCP01850
foi confirmada através de Western Blot utilizando anticorpo monoclonal anti-his-6x. Uma

banda com aproximadamente 33,5 kDa foi reconhecida (Figura 4).

Figura 3 — SDS-PAGE 12% contendo as elui¢des da proteina rCP01850 apo6s purificagéo. (1) Akta Wash 100%. (2) Akta Elution 10%.
(3) Akta Elution 20%. (4) Akta Elution 30%. (5) Akta Elution 40%. (6) Akta Elution 50%. (7) Akta Elution 60%. (8) Akta Elution 100%. (9)
Flow through da purificagdo da rCP01850. (10) Marcador marcador pré-corado PageRuler™ Prestained Protein Ladder (ThermoFisher).

10kDa

Fonte: equipe LAVIA-UFERSA.
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Figura 4 — Western Blot da proteina rCP01850 de C. pseudotuberculosis utilizando o anticorpo monoclonal Anti-His6-Peroxidase
(Roche). A proteina recombinante apresentou peso molecular de 33,5 kDa. Pogo 1: marcador pré-corado PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (ThermoFisher). Pogo 2: proteina rCP01850.
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Fonte: equipe LAVIA-UFERSA

Apos a analise dos resultados do ELISA indireto utilizando a proteina rCP01850 como
antigeno aplicado as 70 amostras de soro caprinos, foi plotada uma curva ROC no programa
SPSS, conforme pode ser visualizado na Figura 4. Através das andlises, observou-se um valor
de sensibilidade e especificidade de 94,3%, e 100%, quando o ponto de corte foi 0,10425. A
distribuicdo dos soros positivos e negativos com relacéo ao ponto de corte pode ser visualizado

na figura 5.
Figura 5 — Distribuicao dos soros com relacdo ao ponto de corte.
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A &rea sob a curva representa a acuracia ou performance global do teste, pois leva em
consideracdo todos os valores de sensibilidade e especificidade para cada valor da variavel do
teste. No presente estudo, a area sob a curva foi de 0,997, o que se reflete em uma acuracia de

7% (Fi )
99,7% (Figura 6
Figura 6 - Curva ROC do ELISA indireto utilizando a proteina rCP01850
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Fonte: SPSS.

A LC esta presente em todo o mundo, e geralmente segue a distribuicdo dos rebanhos
ovinos e caprinos, sendo subnotificada em diversas regides. A disseminacao desta doenca pelo
mundo provavelmente ocorreu devido a compra e venda de animais infectados que nédo
apresentavam sintomas da doenga (Guimaraes, et al., 2011).

No entanto, é necessario entender que so sera possivel controlar a LC quando existir um
teste diagnostico capaz de identificar todos os casos e estagios de infeccdo, que seja efetivo
para a identificacdo de animais acometidos pela LC, mesmo que ndo apresentem sintomas
aparentes, mas continuam sendo fonte de infec¢do para os animais saudaveis (Silva et al., 2019)
para tanto, é necessario a continua pesquisa e desenvolvimento de testes mais precisos.

Rezende et al., (2016) identificou a rCP01850 como um alvo promissor para a avaliacdo
soroepidemiologica da linfadenite caseosa, por apresentar excelente sensibilidade e
especificidade, como demonstrado no presente trabalho. De acordo com o trabalho de Silva et
al., (2019), o resultado obtido com a rCP01850 sozinha, é bastante promissor, no entanto, existe
a possibilidade de que assim como o resultado obtido no diagnostico aplicado a ovinos, a
combinacdo da rCP01850 com a rPLD seja ainda mais eficiente para desenvolver ensaios mais

sensiveis no diagnostico da LC em caprinos.
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Diferentes ensaios utilizando proteinas recombinantes ja foram desenvolvidos, Barral et
al. (2019) testou as proteinas recombinantes PLD, CP40, PknG, DtxR e Grx, como antigenos
para a deteccdo da LC, tendo diferentes resultados de sensibilidade e especificidade para cada
uma das proteinas, sendo a PLD e CP40 as mais promissoras. A associacdo de diferentes
proteinas recombinantes para o diagnostico sorolégico pode aumentar a precisdo dos ensaios,
pois varias proteinas sdo reconhecidas pelo sistema imune do hospedeiro infectado.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A expressdo da proteina rCP01850 apresentou um rendimento satisfatorio e também
observou-se que a proteina apresentou tamanho conforme esperado. O ELISA indireto
utilizando a rCP01850 de C. pseudotuberculosis aqui padronizado apresentou um desempenho
bastante promissor, com elevada acuracia global, para ser utilizado no diagnostico da LC em

rebanhos caprinos, sendo uma alternativa na identificacdo de animais positivos para a doenga.
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