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RESUMO

A rubéola é uma doenca de importéncia epidemiologica, causada pela
infeccdo com o virus da rubéola (RV). Muitos casos de anomalias congénitas ou
mortes fetais foram relatados apds infec¢des por RV durante as primeiras 16
semanas de gestacdo. As anomalias congénitas sao caracteristicas da sindrome
da rubéola congénita e incluem surdez, disturbios oculares e doencgas cardiacas,
além de outras sequelas tardias, como o autismo, diabetes mellitus e disfungao
tireoidiana. Um dos maiores desafios no controle da Rubéola é o
desenvolvimento de estratégias diagndsticas que permitam sua identificagcao
com alta preciséo e, ao mesmo tempo, possam ser aplicadas em paises pobres
ou em desenvolvimento. Nesse contexto, desenvolver antigenos nacionais com
alta sensibilidade e especificidade a um baixo custo pode ser uma alternativa
promissora em relagdo aos custos de antigenos importados. O objetivo deste
estudo foi desenvolver tecnologia para a produgéo de quimeras recombinantes
para serem incorporadas como insumos para o diagnéstico de Rubéola por
imunoensaio. Desse modo, reativamos uma cepa de Escherichia coli contendo
o vetor MERUB::pET21a para expressar uma proteina quimérica (rMERUB) e o
rendimento proteico foi estudado por Metodologia de Superficie de Resposta.
Além disso, propomos dois peptideos sintéticos (rP1 e rP2) como candidatos
para o imunodiagnéstico da rubéola. Por fim, comparamos o desempenho dos
ensaios soroldgicos utilizando rMERUB, rP1 e rP2 com o kit comercial BIOLISA
IgG Rubéola. De acordo com o modelo, a melhor condicao de cultivo foi de 0,05
mM de IPTG, 7,5 h a uma densidade celular inicial de 0,5, que previu 2,8 g/L de
rMERUB e 2,4 nm de densidade celular da biomassa. Essas condigbes foram
validadas e produziram 2,5 (DOsoonm) para biomassa e 2,7 g/L de rMERUB. Os
ensaios de ELISA utilizando rMERUB, rP1 e rP2 demonstraram uma taxa de
concordancia de 96,97%, 78,79% e 84,85%, o coeficiente Kappa foi de 0,930,
0,571 e 0,681, respectivamente. A especificidade foi de 90,91% para os trés
antigenos, enquanto a sensibilidade variou de 100%, 72,73% e 81,83% para
rMERUB, rP1 e rP2 respectivamente. Portanto, o presente trabalho apresenta

trés antigenos promissores, candidatos ao diagndstico da rubéola.

Palavras-chave: Rubéola, diagndstico da rubéola, peptideos sintéticos,

metodologia de superficie de resposta.
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ABSTRACT

Rubella is a disease of epidemiological importance, caused by infection
with the rubella virus (RV). Many cases of congenital anomalies or fetal deaths
have been reported after RV infections during the first 16 weeks of gestation.
Congenital anomalies are characteristic of congenital rubella syndrome and
include deafness, eye disorders and heart disease, in addition to other late
sequelae such as autism, diabetes mellitus and thyroid dysfunction. One of the
biggest challenges in controling Rubella is the development of diagnostic
strategies that allow its identification with high precision and, at the same time,
can be applied in poor or developing countries. In this context, developing
national antigens with high sensitivity and specificity at a low cost can be a
promising alternative to the cost of imported antigens. This study aimed to
develop technology to produce recombinant chimeras to be incorporated as
inputs for the diagnosis of Rubella by immunoassay. Thus, we reactivated an
Escherichia coli strain containing the MERUB::pET21a vector to express a
chimeric protein (rMERUB) and the protein yield was studied by Response
Surface Methodology. Furthermore, we propose two synthetic peptides (rP1 and
rP2) as candidates for rubella immunodiagnosis. Finally, we compared the
performance of serological assays using rMERUB, rP1 and rP2 with the
commercial BIOLISA IgG Rubella kit. According to the model, the best culture
condition was 0.05 mM IPTG, 7.5 h at an initial cell density of 0.5, which predicted
2.8 g/L rMERUB and 2.4 nm density biomass cell. These conditions were
validated and produced 2.5 (OD600nm) for biomass and 2.7 g/L of rMERUB.
ELISA assays using rMERUB, rP1 and rP2 demonstrated a concordance rate of
96.97%, 78.79% and 84.85%, the Kappa coefficient was 0.930, 0.571 and 0.681,
respectively. Specificity was 90.91% for the three antigens, while sensitivity
ranged from 100%, 72.73% and 81.83% for rMERUB, rP1 and rP2 respectively.
Therefore, the present work presents three promising antigens that are

candidates for the immunodiagnostic of rubella.

Keywords: Rubella, rubella diagnosis, synthetic peptides, response

surface methodology.



