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1 INTRODUÇÃO  
 

A Linfadenite Caseosa (LC) é uma enfermidade crônica que causa patologias 
severas e acomete, principalmente, ovinos e caprinos em todo o mundo, 
especialmente em regiões tropicais e subtropicais, acarretando grandes perdas 
econômicas (PEKELDER et al., 2000). O agente etiológico é a bactéria Gram 
positiva, não esporulada, aeróbica facultativa e parasita intracelular facultativa de 
macrófagos; Corynebacterium pseudotuberculosis (ANDERSON et al., 2005). 

A LC também é conhecida por “Mal do Caroço” ou “Falsa Tuberculose” 
(VESCHI et. al., 2005) pela formação de granulomas nos linfonodos internos ou 
superficiais e em outros órgãos (MOTTA, et al.; 2010). É uma doença de fácil 
transmissão, já que a introdução de animais infectados compromete um rebanho 
sadio (PEKELDER et al., 2000; SOBRINHO et al., 2001). A ovinocaprinocultura no 
Brasil possui grande importância nas áreas social e econômica, já que é 
tradicionalmente destinada à produção de lã, seguida pela produção de carne 
(SEYFFERT et al., 2009).   

A identificação dos animais infectados e sua remoção do rebanho são os 
métodos mais efetivos para o controle da LC (POWELL, 1994). Essa identificação 
pode ser realizada, inicialmente, através do diagnóstico clínico, no qual se visualiza 
a presença de abscessos nos linfonodos superficiais do animal.  

Apesar da importância deste rebanho para a região sul do país, ainda não 
existe um diagnóstico clínico eficaz para LC (ZERBINATI et al., 2007). Desta 
maneira, se torna necessária a busca pelo desenvolvimento de testes de diagnóstico 
para a localização de animais possivelmente infectados e remoção dos mesmos nos 
rebanhos. A proteína 1802 de C. pseudotuberculosis foi identificada como 
imunogênica e está presente na superfície da bactéria.  Assim, o nosso objetivo foi a 
utilização da proteína 1802 recombinante em um ELISA indireto para diagnóstico de 
animais com LC.  
 
2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Soros 

Os soros foram coletados de ovelhas das raças Dorper e Santa Inês; tanto as 
saudáveis quanto as de rebanho contaminado pela Linfadenite Caseosa na Cidade 
de Botucatu – SP. Os mesmos foram estocados a -20ºC até o momento do uso. 
 
2.2 Expressão e Purificação da proteína 1802 em E. coli 

O gene 1802 foi clonado no vetor pAE (RAMOS et al., 2004) e o vetor 
recombinante foi utilizado para a expressão da proteína r1802 em E. coli BL21 Star. 
A detecção da expressão das proteínas, bem como a pureza, foi observada através 



 
 

de um SDS-PAGE e por Western Blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-
6xhistag (Sigma). A purificação foi realizada por cromatografia de afinidade em 
coluna de sepharose (HisTrap™), carregada com níquel. Após a confirmação da 
pureza as proteínas recombinantes foram armazenadas à -20ºC. 
 
2.3 Elisa Indireto 

Placas de poliestireno foram sensibilizadas com 1µg/ml de antígeno TES em 
tampão carbonato/bicarbonato pH 9,6 por 12-16h. Após foi realizado o bloqueio com 
PBS-leite em pó a 5%, durante uma hora, a 37ºC. Os soros foram ensaiados, em 
duplicatas, na diluição de 1:200 e o conjugado anti-humano na diluição de 1:5000 
em tampão PBS/leite em pó 5%; tanto os soros, quanto o conjugado, foram 
incubados durante uma hora a 37ºC. Entre todas as fases do teste, as placas foram 
lavadas por três vezes de cinco minutos cada com PBS-Tween (0,05%). Como 
cromógeno foi utilizado ortofenilenodiamina (OPD), na concentração de 0,4mg/ml, 
em tampão citrato-fosfato pH4,0, acrescida do substrato peróxido de hidrogênio 30V 
a 0,01%. Após a reação, a placa foi incubada em temperatura ambiente durante 
quinze minutos, ao abrigo da luz, e em seguida a reação foi interrompida com 50µl 
de ácido sulfúrico 1N. A leitura da absorbância foi determinada em leitor de ELISA 
(Thermoplate) com comprimento de onda de 492nm. Para controle da reação foram 
considerados os soros controle positivos e negativos adicionados em cada placa. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

Os testes baseados na técnica de ELISA podem ser quantitativos, simples, 
específicos, sensíveis e requerem pequenos volumes de amostras. Isto porque este 
teste apresenta ampla confiabilidade, e também, pode ser útil para a detecção de 
venenos e anticorpos. Com isso, atualmente tem se tornado uma técnica cada vez 
mais estudada para o diagnóstico de doenças através de padrões antigênicos. 

Assim, foi avaliado um total de 39 soros de ovinos através da técnica de 
ELISA. Deste total existem 10 soros que são de animais clinicamente positivos para 
Linfadenite Caseosa; 7 de animais negativos e  22 soros são de animais de campo.  

O ponto de corte de OD492= 0,03 foi estabelecido pela média da absorbância 
dos soros negativos mais 2 desvios padrões. A média dos soros positivos foi de 
OD492= 0,055 (Figura 1). Os dados preliminares do ELISA mostram que este tem o 
potencial de diferenciar os soros de animais positivos de negativos. Dos 22 soros 
testados, 6 soros (27.7%) estavam acima do ponto de corte e foram considerados 
como positivos. 

A fofolipase D já foi utilizada como diagnóstico em comparação com o lisado 
celular de C. pseudotuberculosis e apresentou bons resultados (STING et al., 2012). 
Nossos resultados são promissores e pretende-se testar as proteínas totais de C. 
pseudotuberculosis em um ELISA com a finalidade de validação do teste de ELISA 
aqui desenvolvido. 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 CONCLUSÃO 
 Os resultados preliminares do ELISA indireto utilizando a proteína r1802 
foram promissores. Os soros positivos foram diferenciados dos soros negativos, 
mostrando que esse é um teste de diagnóstico que pode identificar animais com 
Linfadenite Caseosa em um rebanho, possibilitando um melhor manejo desses 
animais.  
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