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ELISA indireto para o diagndstico de linfadenite caseosa em caprinos
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Resumo

Um teste de ELISA indireto foi desenvolvido e padronizado para o diagndstico de linfadenite caseosa em caprinos. Foi
usado como antigeno o secretado de cultura de 48h de Corynebacterium pseudotuberculosis em caldo BHI. Para o
estabelecimento do ponto de corte e cdlculo da sensibilidade e da especificidade, foram usadas 31 amostras de soros de
caprinos que apresentavam lesdes caracter{sticas de linfadenite caseosa, das quais foi isolado C. pseudotuberculosis, e 56
amostras de soros de caprinos nao infectados. A sensibilidade e a especificidade foram calculadas pela curva ROC. O teste
de ELISA padronizado apresentou sensibilidade e especificidade de, respectivamente, 93,5% e 100%.
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INTRODUCAO

A linfadenite caseosa ¢ uma doenga infecto-
contagiosa cronica que acomete caprinos e ovi-
nos. E caracterizada por um quadro de granu-
lomas nos linfonodos, com material necrético
de cor esbranquigada (AYERS, 1977). Os
linfonodos comprometidos podem ser superfi-
ciais ou profundos e pode haver ainda lesdes em
visceras. O agente etioldgico da linfadenite caseosa
¢ a bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis
(BENHAM; SEAMAN; WOODBINE, 1962;
CAMERON; MINNAR; PURDON, 1969;
BATEY, 1986).

No Nordeste do Brasil, existe uma alta
prevaléncia de linfadenite caseosa nos rebanhos
de caprinos (MOURA COSTA et al., 1973;
UNANIAN; SILVA; PANT, 1985; BROWN;
OLANDER; ALVES, 1987; RIBEIRO et al.,
1988), o que resulta em graves prejuizos econo-
micos para esta regidao do pafs. Muitos dos pe-
quenos criadores tém a caprinocultura como
uma das suas principais atividades produtivas
(RIBEIRO et al., 1988). De acordo com Alves
e Olander (1999), a desvalorizagao da pele che-
ga a 40%, ocorre significativa diminuigao na
produgio de leite, além de aumento de custeio
pela exigéncia do uso de drogas e de mao-de-
obra destinadas ao tratamento dos granulomas
superficiais.

O presente estudo foi conduzido para de-
terminar a sensibilidade e a especificidade de
um teste de ELISA indireto para o diagndstico
de linfadenite caseosa em caprinos, utilizando
como antigeno a fragao secretada em caldo BHI.

MATERIAIS E METODOS

Banco de soros

Os trinta e um soros de caprinos infectados
com C. pseudotuberculosis foram obtidos a partir
do Banco de Soros Caprinos do Laboratério de
Imunologia do Instituto de Ciéncias da Satde
da UFBA. Estes animais, sem raga definida,
pertencentes a criadores do interior do Estado
da Bahia, regido de Santa Luz, apresentavam
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lesbes caseosas das quais foi isolado o agente
etiolégico.

Dos cingiienta e seis soros negativos utili-
zados neste estudo, cingiienta e quatro foram
obtidos a partir de animais de raga pardo-alpi-
na, provenientes do rebanho experimental da
Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da
USP sem histdrico de linfadenite caseosa, e dois
soros foram obtidos do Banco de Soros Caprinos
do Laboratério de Imunologia do Instituto de
Ciéncias da Saide da UFBA, tendo a mesma
origem geogrifica dos animais positivos para a
doenga, sendo, porém, provenientes de animais
apresentando abscessos dos quais foi isolado
Arcanobacterium pyogenes.

Identificagao do agente etioldgico

O material caseoso foi coletado no campo,
usando-se técnica asséptica, e foi semeado em
placas de 4gar BHI enriquecido com 5% de san-
gue de carneiro. Apds 48h de incubagio a 37°C,
em acrobiose, as col6nias suspeitas de cada pla-
ca foram repicadas para outra placa de 4gar BHI
com 5% de sangue de carneiro. Foi realizada
coloragao de Gram, e evidenciada a presenga de
bacilos gram-positivos curtos ¢ pleomdrficos.
Foram realizadas provas de urease (meio de
Christensen), catalase e fermentagao de glicose.
Em seguida, foi feita confirmagao da identifica-
¢ao, usando-se galeria API Coryne (Bio Merieux,
Franga). Foram realizadas, ainda, as provas da
hemdlise sinérgica com Rhodococcus equi
ATCC33701 e inibi¢ao de 3 hemdlise com
Staphylococcus aurens ATCC 25923, Das trinta e
trés amostras de material caseoso coletado,
C. pseudotuberculosis foi detectada em trinta e
uma delas, ¢ Arcanobacterium pyogenes, em duas.

Protocolo do teste de ELISA indireto

As placas de poliestireno de fundo chato
(marca COSTAR) foram sensibilizadas com 50pl
do sobrenadante da cultura de 48h de C. pseu-
dotuberculosis em caldo BHI, dilufdo a 1:100,
em tampao carbonato bicarbonato a 0,05M, pH
9,6, incubadas a 4°C por 12 horas. Apés duas
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lavagens com PBS contendo 0,1% de Tween-
20, as placas foram bloqueadas com 200pl/pogo
de PBS-T20 contendo 5% de leite desnatado,
durante duas horas. A seguir, foram incubadas
com 50pl/pogo dos soros testes diluidos a 1:100
em PBS-T20 contendo 1% de leite desnatado
durante 1 hora. Apés cinco lavagens em PBS-
T20, adicionaram-se as placas 50pl de imuno-
globulina de coelho anti-imunoglobulina de
caprino, conjugada a peroxidase (DAKO), di-
lufda a 1:10.000 em PBS-T20. As placas foram
incubadas a 37°C por 45 minutos e, em segui-
da, foram novamente lavadas cinco vezes em
PBS-T20 e incubadas com 50ul/pogo da solu-
¢ao reveladora (25 ml de tampao citrico-fosfato
pH 5,1 + ortofenilenodiamina 10mg + 10ml
de H O, a 30%). A placa foi incubada por 15
minutos A temperatura ambiente, ao abrigo da
luz. A reagio foi interrompida acrescentando-se
25ul de H SO 4N. A leitura foi feita em leitor
de ELISA (Microplate Reader BIO-RAD Model
550), usando-se filtro de 490 nm de compri-
mento de luz.

Célculo do ponto de corte

A definigao do ponto de corte foi feita tam-
bém através da curva ROC (receiver operator
characteristic) ou curva operacional relativa

(GREINER; SOHR; GOBEL, 1995; KABA;
KUTSCHKE; GERLACH, 2001).

Cilculo de sensibilidade, especificidade,

valores preditivos negativo e positivo

Os célculos da sensibilidade e da especi-
ficidade foram feitos usando-se os resultados do
ELISA obtidos a partir dos 87 soros testados,
tendo como padrao-ouro o isolamento de C.
pseudotuberculosis na lesio caseosa. Os valores
preditivos positivo e negativo foram calculados
com o valor de ponto de corte definido pela curva

ROC.
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Andlise estatistica

Os testes estatisticos apresentados foram
feitos pelo programa SPSS versao 9.0.

RESULTADOS

Ensaio imunoenzimdtico indireto com

antigeno obtido em caldo BHI

Os valores das leituras de DO para o teste
de ELISA padronizado variaram de 0,072 a
0,250, para os animais no infectados, e de 0,14
a 1,17, para os soros de animais comprovada-
mente infectados.

Defini¢ao do ponto de corte

A curva ROC usada para determinagio do
ponto de corte do teste estd representada na Fi-
gura 1. Esta curva apresenta a sensibilidade em
fungio da propor¢io de falsos positivos (1 -
especificidade). Os valores dos pontos destaca-
dos representam os pontos de corte utilizados
para o cdlculo da sensibilidade ¢ da espec-
ificidade. O ponto de corte definido em DO =
0,25, localizado no canto superior esquerdo da
curva ROC, ¢ considerado como a melhor
otimizagao possivel dos valores de sensibilidade
e especificidade do teste de ELISA. Para o pon-
to de corte definido em 0,25 unidade DO, a
sensibilidade e a especificidade do teste foram
de 93,5% e 100%, respectivamente.
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FIGURA 1 - Curva ROC expressando os resultados de
sensibilidade e (1-especificidade) em
funcio do ponto de corte escolhido do

ELISA



O Quadro 1 mostra como foram calcula-
das a sensibilidade e a especificidade para o tes-
te de ELISA padronizado, para o ponto de corte
definido como a DO de 0,25.

A Figura 2 apresenta a variagao dos valores
preditivos positivo e negativo em fungio da
prevaléncia.

Com linfadenite Sem linfadenite ~ TOTAL
ELISA + 29 0 29
ELISA - 02 56 58
TOTAL 31 56 87

QUADRO 1 - Resultados do ELISA considerando ponto
de corte DO = 0,25

Valor preditivo (%)

0 25 50 75 100

Prevaléncia

FIGURA 2 — Valor preditivo positivo e negativo do ELISA

em funcao da prevaléncia

DISCUSSAO

A sensibilidade e a especificidade sio para-
metros fundamentais para a defini¢ao de um
teste diagndstico. Assim, quanto maior a sensi-
bilidade do teste, maior a capacidade de o teste
negativo afastar a doenga, pois ocorre uma di-
minui¢io da probabilidade de falso negativo.
Quanto maior a especificidade de um teste,
maior a capacidade de o teste positivo indicar a
doenga, pois diminui a probabilidade de falso
positivo (GREINER; GARDNER, 2000). Um
aumento da sensibilidade decorre de uma di-
minuigio da especificidade e vice-versa. Por esta
razdo, a determinagio do ponto de corte ou cut
off ¢ importante. Um ponto de corte muito alto
pode implicar em 100% de especificidade, uma
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vez que todos os testes positivos implicardo na
existéncia da doenga. No entanto alguns indivi-
duos com a doenga podem obter resultados ne-
gativos, o que implica em baixa sensibilidade.

A anilise ROC pode ser usada tanto para
examinar o desempenho de um teste diagndsti-
co quanto aos possiveis valores de corte, como
para comparar diferentes testes diagndsticos, a
fim de escolher o melhor. De acordo com o gri-
fico descrito pela curva ROC, quanto maior a
drea definida pela curva, melhor serd o teste.
No teste de ELISA padronizado, para o ponto
de corte definido, a sensibilidade foi de 93,5%.
Estes resultados se mostram acima dos obtidos
por Kaba, Kutschke e Gerlach (2001), que traba-
lharam com o extrato da bactéria como antigeno.
A sensibilidade obtida neste teste de ELISA foi
muito préxima a descrita por Dercksen et al.
(2000), que foi de 94+3% em um teste de
ELISA tipo "sanduiche" indireto. Sting, Steng
e Spengler (1998) propuseram um teste de
ELISA indireto usando como antigeno o
sobrenadante da cultura em caldo BHI. Estes
autores obtiveram uma sensibilidade de 73% e
uma especificidade de 92% em caprinos.

Com relagio a especificidade, o resultado
foi de 100% para o ELISA padronizado, resul-
tado préximo aos obtidos por Kaba, Kutschke e
Gerlach (2001), que foi de 96%, e Dercksen et
al. (2000), que foi de 98+1% para caprinos.

O ponto de corte foi definido de forma a
melhorar a especificidade em detrimento da sen-
sibilidade, uma vez que, em func¢io da alta
prevaléncia da linfadenite caseosa em nossa re-
gido, ¢ mais interessante que haja uma maior
probabilidade de o teste de ELISA ser negativo
em animais sem a doenga. A curva ROC foi
importante na definigao do ponto de corte por
permitir uma visualizagio das varia¢oes de sen-
sibilidade e especificidade em fungao do ponto
de corte. Se, para determinagio do ponto de
corte para um numero de controles negativos
(n) igual a 30, fosse usada a média das DO so-
mada a duas vezes o desvio padrio para um in-
tervalo de confianca de 97,5% (FREY; DI
CANZIO; ZURAKOWSKI, 1998), terfamos
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um ponto de corte de 0,2 para o teste de ELISA
desenvolvido, o que levaria a uma redugao da
especificidade para 91,1%.

Os valores preditivos sao influenciados pela
prevaléncia da doenga na populagio. Quanto
maior a prevaléncia da doenga, maior serd o va-
lor preditivo positivo e menor o valor preditivo
negativo. Esta, entretanto, nao influencia a sensi-
bilidade ¢ a especificidade do teste (DERCKSEN
et al.,, 2000). O valor preditivo positivo do
ELISA proposto foi calculado, para o ponto de
corte definido, em 100%, qualquer que fosse a
prevaléncia da doenga. O valor preditivo nega-
tivo, por sua vez, alcangou 96,5% para a popu-
lagao observada. O presente estudo permite afir-
mar que, para uma faixa de prevaléncia entre
0% e 60%, o valor preditivo negativo ird variar
entre 100% e 91,1%, respectivamente.

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permi-
tem concluir que:

1) A sensibilidade e a especificidade do
teste de ELISA desenvolvido com a fragio
secretada de C. pseudotuberculosis para diagnds-
tico da linfadenite caseosa em caprinos foram
de 93,5% e 100 % respectivamente.

2) O fato de se dispor de uma populagio
de animais comprovadamente doentes (através
do isolamento do agente etioldgico) permitiu a
utilizagao da curva ROC para a determinagio
do ponto de corte, otimizando, desta maneira,
a sensibilidade e a especificidade do teste.

3) Os valores preditivos negativo e positi-
vo do teste estardo acima de 90%, qualquer que
seja a prevaléncia da doenga.

Sensitivity and specificity of an indirect ELISA test for diagnosis of

caseous lymphadenitis in goats

Abstract

An indirect ELISA test was developed and standardized for the diagnosis of caseous lymphadenitis in goats. The culture
supernatant of a 48k culture of Corynebacterium pseudotuberculosis cultivated in BHI broth was used as antigen. In
order to determine the cut off and the evaluation of the sensibility and the specificity, thirty one serum samples from infected
goats with cascous lesions, whose presence of C. pseudotuberculosis was confirmed by positive culture, were used, as well as
[ifty six serum samples from no infected goats. The sensitivity and the specificity of the test were calculated by ROC
analysis. The sensitivity and the specificity of the ELISA BHI test were 93.5% and 100%, respectively.

Keywords: Caseous lymphadenitis. Corynebacterium pseudotuberculosis. Goats. ELISA.
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